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 Cette dissertation est proposée dans le cadre de l' xamen d'agrégé de l'enseignement 
supérieur. De conception inhabituelle, nous avons choisi volontairement de la rédiger sous 
forme d'un condensé auquel nous joignons nos publications les plus significatives sur le sujet 
traité. 
 Notre analyse du nucléole des noyaux des cellules eucaryotes a débuté en 1984, lors 
de la préparation de notre mémoire de licence en sci ces zoologiques dans le service de 
biologie cellulaire et tissulaire du Professeur Goessens. Elle a donné matière à une thèse de 
doctorat en 1989, puis s'est poursuivie au sein du même service et sur le même thème jusqu'à 
ce jour. 
 L'objectif de ce manuscrit est de dresser un aperçu global des conclusions tirées de 
notre travail durant cette dernière période. Dans chaque chapitre, nous présentons une  
synthèse épurée de nos résultats originaux, ceux-ci ayant été, avec matériel et méthodes, 
exposés et discutés au fur et à mesure de leur obtention dans différents journaux scientifiques. 
 Les questions qui ne trouveraient pas une réponse ponctuelle satisfaisante dans ce 
mémoire sont renvoyées aux articles y annexés. 
 Certaines données, n'ayant pas fait l'objet de publications, sont accompagnées 
d'informations détaillées, soit dans les légendes des figures les illustrant, soit dans les pages 
les mentionnant. 
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 Chez les Eucaryotes, les gènes ribosomiques sont présents dans toutes les cellules, 
regroupés en des lieux précis. Redondants, ils sont d'au ant plus facilement accessibles. 
Actifs, ils se structurent en cet organite nucléaire essentiel à la cellule : le nucléole. 
 L'intérêt apporté à la connaissance de ces éléments composites a imprimé un essor 
formidable à leur étude. Leur analyse, de préférence à d'autres gènes, a été  approfondie dans 
les différentes disciplines de la biologie. 
 
 
1. 1. Les gènes ribosomiques 
 
 Dans le génome, les gènes ribosomiques sont groupés dans des régions 
caractéristiques de certains chromosomes, appelées constrictions secondaires ou organisateurs 
nucléolaires (NOR). Chez l'Homme, par exemple, les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 
portent les NOR. Par génome haploïde, les copies des gènes ribosomiques sont répétées 
plusieurs centaines de fois chez les Animaux et plusieurs milliers de fois chez les Plantes 
(Hadjiolov, 1985). 
 Dans d'autres organismes, les gènes ribosomiques du génome s'amplifient et les copies 
produites peuvent créer des nucléoles extrachromosoiques dès activation transcriptionnelle. 
C'est le cas durant la méiose chez les Amphibiens (formation d' anneaux épisomiaux d'environ 
dix copies) et chez les Insectes, ou pendant la croissance somatique des Myxomycètes et des 
Protozoaires (Brown and Dawid, 1968 ; Gall, 1969 ; MacGregor, 1982 ; Hadjiolov, 1985). 
 
 Grâce à la mise au point par Miller et Beatty (1969) d'une technique d' étalement 
moléculaire de la chromatine, l'organisation des gènes ribosomiques de plusieurs organismes 
a pu être visualisée au microscope électronique. 
 Les gènes ribosomiques sont en général organisés en unités répétitives disposées en 
tandems (Long and Dawid, 1980 ; Hadjiolov, 1985). Sur chaque gène, une région à transcrire 
communément appelée unité de transcription (où se suiv nt un intercalaire externe 5', la 
séquence à l'origine de l'ARN ribosomique 18S, un intercalaire interne 1, la séquence à 
l'origine de l'ARN ribosomique 5,8S, un intercalaire interne 2, la séquence à l'origine de 
l'ARN ribosomique 28S et un intercalaire externe 3') est séparée de la suivante par un élément 
intermédiaire nommé intercalaire intergénique (figure 1). La longueur des unités répétitives 
varie d'un organisme à l'autre (44 kb chez les Mammifères et 9,1 kb chez la Levure). Ces 
différences découlent de modifications existant tant d s les séquences intercalaires de l'unité 
de transcription, que, de façon plus sensible encor, dans l'intercalaire intergénique (2kb chez 
Saccharomyces cerevisiae, 21kb chez des Mammifères). Ces variations se constatent non 
seulement entre les espèces mais également au sein d'un même génome. Quant aux séquences 
à transcrire pour donner les ARN ribosomiques 18S, 5,8S et 28S, elles sont hautement 
conservées au cours de l'évolution (Moss and Stefanovsky, 1995). 
 
 Chez les Eucaryotes, une zone de l'intercalaire intergénique est primordiale (Moss and 
Stefanovsky, 1995 ; Grummt, 1999). Son agencement global est généralement bien conservé, 
quoique la séquence en nucléotides à son niveau ne soit pas toujours identique. Cette région 
contient des segments (particulièrement deux d'entre eux) essentiels à la régulation de la 
transcription des gènes ribosomiques. 
 Le premier, le "core promotor", est l'unique élément indispensable au départ fidèle de 
la transcription. Il s'étend de la position -40 à +10, comporte une région riche de quatre à six 
paires de bases AT au site de mise en route et, légèrement en amont, une zone où se lient les 
facteurs de transcription (figure 1). 
 Le second, l’ "upstream core element", correspond à une région proche de la position -
150 (figure 1). Non indispensable, cette zone est toutefois reconnue stimuler fortement la 
transcription in vivo et capable de se lier aux mêmes facteurs que le "cor promotor" si elle est 
bien positionnée vis-à-vis de ce dernier. 
 Sont également identifiés à ce niveau les promoteurs de l'intercalaire, les éléments de 
terminaison du promoteur de l'intercalaire, les "enhancers" répétitifs et non répétitifs, mais 
aussi des séquences servant à la réplication ou à la recombinaison de l'ADN. Toutes ces 
séquences diffèrent très fortement d'une espèce à l'autre (figure 1). En fait, le rôle de certains 
de ces éléments, situés en amont, consisteraient à stimuler l'activité du promoteur, à stabiliser 
les complexes de mise en route et à multiplier le nombre de gènes transcriptionnellement 
actifs (Osheim et al., 1996). 
 
 
1. 2. La transcription des gènes ribosomiques 
 
 Chez les Eucaryotes, la transcription des gènes ribosomiques est régie par l'ARN 
polymérase I dont c'est le rôle exclusif (Grummt, 1999 ; Reeder, 1999). 
 Cette enzyme, d'un poids moléculaire de 500 kD, est constituée de deux grandes sous-
unités polypeptidiques et de petites sous-unités polypeptidiques (3 à 14, ce nombre dépendant 
du procédé de purification employé). Sous sa forme active, elle est phosphorylée par la 
caséine kinase II. 
 Dès le début de son action, elle requiert la participation de facteurs protéiques 
nécessaires au déclenchement constant du phénomène de transcription. Il en existe quatre : 
TIF-IA, TIF-IB, TIF-IC et UBF (figure 2). 
 Leur collaboration se modélise selon deux schémas (figure 3). La possibilité la plus 
fréquemment admise est la formation d'un premier complexe résultant de la liaison des 
facteurs TIF-IB et UBF au promoteur de l'ADN ribosomique ; cette étape serait suivie de 
l'association de l'ARN polymérase I et du complexe d'ARN polymérase I et facteurs TIF-IA et 
TIF-IC, attirés via des liaisons entre protéines, avec le premier complexe formé. Seul le 
complexe final devient compétent. Une autre éventualité serait fondée sur un assemblage 
préalable des quatre facteurs de transcription avecl'ARN polymérase I avant leur réunion 
avec le promoteur de l'ADN ribosomique. 
 L'ARN polymérase I s'allie également à la topoisomérase I qui est capable de 
supprimer les tours superhélicoïdaux de l'ADN (Shykind et al., 1997 ; Stewart et al., 1998). 
 Sur étalement moléculaire de la chromatine de cellules provenant de différents 
organismes (Miller and Beatty, 1969 ; Mc Knight and Miller, 1976 ; Reeder et al., 1976 ; Foe, 1978 ; Franke 
et al., 1979 ; Puvion-Dutilleul, 1983), les molécules d'ARN polymérase I apparaissent, sous forme 
de granules de 12 à 14 nm accolés les uns aux autres, recouvrant entièrement l'unité de 
transcription (quarante à cinquante molécules d'ARN polymérase I par µm d'axe d'ADN 
ribosomique) ; le sens de la transcription est donné par l'allongement des ARN ribosomiques 
naissant le long de l'axe d'ADN ribosomique au rythme de vingt à quarante nucléotides à la 
seconde. 
 La transcription se termine au niveau des séquences de terminaison présentes en aval 
de la région à l'origine de l'ARN ribosomique 28S. La pause de l'ARN polymérase I, les 
largages du préARN ribosomique et de l'ARN polymérase I ainsi que le clivage de l'extrémité 
3' de l'ARN primaire transcrit sont des opérations qui nécessitent des protéines spécifiques 
(figure 4) ; le mécanisme d'intervention de ces protéines est cependant mal connu (Grummt, 
1999 ; Reeder, 1999). 
 Une fois transcrit, le gène ribosomique produit un ARN ribosomique primaire allant 
de 37 à 47 S suivant les espèces et dont la topologie est présentée dans la figure 5. 
 
 
1. 3. La maturation de l'ARN ribosomique 
 
 Le phénomène de la maturation ribonucléique est extrêmement compliqué. Il dépend 
de multiples agents intervenant au cours de deux types majeurs d'événements : les 
modifications de nucléotides et les opérations de clivage. 
 
1. 3. 1. Les modifications des nucléotides 
 
 Les modifications des nucléotides s'effectuent tandis que les préARN ribosomiques 
s'allongent. Au nombre de trois, elles se réalisent à des positions bien précises et 
correspondent à des éléments conservés de la structure secondaire. La méthylation de 
l’hydroxyle du carbone 2’du ribose concerne cent à cent quatre nucléotides ; la transformation 
en pseudo-uridine a trait à nonante-cinq uridines ; la méthylation touche neuf bases. Ces 
modifications auraient une responsabilité dans la structure tertiaire fine des ARN 
ribosomiques et dans l'assemblage des particules préribosomiques. Par ailleurs, certains 
auteurs leur attribuent un rôle dans la fonction des ribosomes. 
 La méthylation du ribose fait appel à une classe de petits ARN nucléolaires antisens (à 
raison de dix à vingt et un  nucléotides complémentaires) qui guident jusqu'aux  sites de 
méthylation. De structure en tige (figure 6), leur xtrémité 5' porte une boîte C et leur 3' une 
boîte D. La boîte C est une séquence présente dans de ombreux petits ARN nucléolaires 
permettant de reconnaître la fibrillarine, supputée êtr  la méthyltransférase idéale de l'ARN 
ribosomique (Ro-Choi, 1997 ; Bachellerie and Cavaille, 1997). 
 La modification d'uridine en pseudo-uridine fait appel à une autre famille particulière 
de petits ARN. Ces derniers sont organisés en un ensemble typique (figure 6) de deux 
épingles à cheveux alternant avec une boîte H et une boîte ACA dont la préservation de 
l'intégrité est cruciale pour l'exécution de la modification. Ils ne possèdent pas de séquences 
antisens pour les sites à reconnaître, seule la structure secondaire les oriente (Ro-Choi, 1997). La 
présence de la protéine Cbf5p, identifiée chez la Levure, témoigne d'une synthèse active de 
pseudo-uridine (Cadwell et al., 1997 ; Lafontaine et al., 1998). Cette dernière montre septante-neuf 
pour cent  d'homologie avec une protéine NAP57, connue pour son association avec la 
phosphoprotéine nucléolaire, Nopp140, chez les Eucaryotes supérieurs (Meier and Blobel, 1994). 
 
1. 3. 2. Les clivages 
 
 Sitôt la transcription terminée et l'ARN primaire libéré de l'ADN ribosomique, un 
enchaînement de clivages de l'ARN naissant s'organise pour éliminer toutes les séquences 
intercalaires internes et externes transcrites, et aboutir  à la formation des ARN ribosomiques 
18S, 5,8S et 28S (Hadjiolov, 1985 ; Venema and Tollervey, 1995). 
 Etudié dans différents organismes tels Tetrahymena, Xenopus, la Souris et l'Homme, 
c'est chez la Levure que ce processus est le mieux défini ( figure 5). Selon un programme 
savamment orchestré, un ensemble d'endonucléases et d' xonucléases, dont certaines sont 
caractérisées (Elela et al., 1996 ; Kressler et al., 1999 ; Venema t Tollervey, 1999 ; Allmang et al., 2000), 
clivent successivement les précurseurs des ARN ribosomiques. La part prise à ces cassures 
par des petits ARN, dont l'ARN U3 est le plus connu, reste floue (Gerbi, 1995 ; Smith and Steitz, 
1997 ; Peculis, 2000). Il est certain qu'ils s'associent avec des protéines pour former des petits 
complexes mais pas obligatoirement aux endroits des clivages. La fibrillarine (Tyc and Steitz, 
1989 ; Aris and Blobel, 1991 ; Tollervey et al., 1993), par exemple, est une protéine entrant dans la 
composition de plusieurs de ces complexes. Les facteurs déjà  impliqués dans les premières 
étapes des clivages  ont été localisés dans les petites structures sphériques qui s'observent  aux 
extrémités des branches des "arbres de Noël" après étalement moléculaire de la chromatine 
(Mougey et al., 1993). 
 
 
1. 4. L'assemblage des préribosomes 
 
 Dans les ribosomes, à côté des ARN ribosomiques 18S, 5, S et 28S, se rencontrent 
l'ARN 5S, des protéines ribosomiques et des protéines non ribosomiques. 
 
1. 4. 1. L'ARN ribosomique 5S 
 
 De provenance extranucléolaire dans la majorité des cellules eucaryotes, la synthèse 
de l'ARN 5S  suit une autre filière que les ARN ribosomiques issus du nucléole (figure 7). 
Dans les cellules somatiques, le nombre de gènes générant l'ARN 5S est plus élevé 
que celui qui donnera les ARN 18S, 5,8S et 28S,  quoique certains Eucaryotes inférieurs 
possèdent le même nombre de gènes à la source des quatre ARN ribosomiques et que les 
séquences concernées soient sur la même unité répétitive. Toutefois, les fragments qui 
donneront naissance aux quatre ARN ribosomiques sont transcrits séparément par les ARN 
polymérases spécifiques : l'ADN 5S par l'ARN polymérase III,  les ADN 18S, 5,8S et 28S par 
l'ARN polymérase I (Warner, 1989). 
 Lors de la transcription du gène 5S par l'ARN polymérase III, l'ARN 5S primaire se lie 
à la protéine La, intervenante de la fin de la transcription, puis à la protéine ribosomique L5 
avant d'être incorporé dans la grosse sous-unité des ribosomes (Steitz et al., 1988 ; Guddat et al., 
1990 ; Yoo and Wolin, 1994). 
 L'ovocyte de Xénope est un cas particulier ; à son niveau, l'ARN 5S est 
momentanément stocké dans le cytoplasme avant de s'y associer avec la protéine ribosomique 
L5 et réintégrer le noyau (Rudt and Pieler, 1996). Habituellement, l'ARN 5S, utile au clivage de 
l'ARN 27S, reste cantonné au nucléoplasme ( D champesme et al.1999). 
 
1. 4. 2. Les protéines ribosomiques et non ribosomiques 
 
 Le premier ARN ribosomique qui se libère de l'ADN ribosomique transcrit est déjà à 
ce stade spécifiquement couplé à des protéines riboomiques et non ribosomiques et qualifié 
de préribosome (Chooi and Leiby, 1981 ; Olson, 1990). 
 Trois types de préribosomes sont connus (Hadjiolov, 1985) : les particules de 80S, 55 S 
et 40S (figure 7). Celles de 80S constituent entre dix et vingt pour cent de la population 
nucléolaire ; elles renferment l'ARN primaire, la moitié des protéines de la grosse sous-unité 
des ribosomes et le tiers de leur petite sous-unité. Les particules de 55S représentent septante 
à quatre-vingts pour cent des préribosomes nucléolaires. Elles contiennent les ARN 
ribosomiques 32S, 5S et les mêmes protéines de la grosse sous-unité des ribosomes que celles 
rencontrées dans les particules de 80S. La faible quantité nucléolaire de particules de 40S est 
composée essentiellement d'ARN ribosomique 20S et des protéines de la petite sous-unité des 
ribosomes, identiques à celles présentes dans les particules de 80S. Les protéines des deux 
sous-unités ribosomiques s'ajoutent plus volontiers lors du passage des particules de 55S et 
40S vers le cytoplasme, voire même ne s'additionnent qu'une fois arrivées dans le cytoplasme. 
 A côté de ces protéines de structure, d'autres protéines s'associent aux préribosomes 
mais ne se retrouvent pas dans le ribosome mature. Q elques-unes  impliquées dans la 
biogenèse des ribosomes ont été décrites (Olson, 1990 ; Olson et al., 2000). C'est le cas de la 
nucléoline ; très abondante, elle jouerait un rôle dans les mécanismes de maturation des ARN 
ribosomiques et dans l'assemblage des préribosomes (Ginisty et al., 1998, 1999). 
 
 
1. 5. La structure nucléolaire 
 
 Au microscope électronique (figure 8), le nucléole des noyaux des cellules se 
différencie en cinq compartiments distincts par leut xture, leur densité aux électrons et leur 
agencement spatial (Busch and Smetana, 1970 ; Goessens, 1984 ; Hernandez-Verdun, 1986 ; Shaw and 
Jordan, 1995 ; Scheer and Hock, 1999). 
 
 Une structure fibrillaire plus ou moins circulaire, peu dense aux électrons et appelée 
centre fibrillaire est entourée de fibrilles serrées, disposées en cordons denses aux électrons et 
dénommées composant fibrillaire dense. Le constituant granulaire est formé d'un réseau de 
granules environnant les parties fibrillaires. Les interstices nucléolaires sont des espaces de 
dimension et d'aspect variables ; ils sont très peu contrastés électroniquement et occupent des 
positions aléatoires dans le nucléole. Le dernier constituant est la chromatine condensée 
associée au nucléole ; elle est observée sous forme d'a as plus ou moins importants au sein 
ou au dehors des autres composants. 
 
 Un nucléole est typique du noyau d'un modèle cellulaire déterminé et reflète volontiers 
dans sa forme l'état physiologique de la cellule qu'il occupe. 
 
 Trois grands types de nucléoles ont été décrits. Le  nucléoles, dits "compacts", voient 
leurs compartiments nettement individualisés former un tout dense. Les nucléoles, qualifiés de 
"réticulés", présentent un agencement plus lâche de l urs constituants ; ces derniers restent, 
toutefois, bien délimités et maintiennent les mêmes contacts entre eux, indépendamment du 
nombre grandissant d'interstices. Les nucléoles en "ring-shaped" se caractérisent par une 
répartition annelée des constituants classiques ; le centre fibrillaire est ceint par une couronne 
de fibrilles denses, elle-même cernée par un anneau d  granules, bagué à son tour par des 
mottes de chromatine condensée. 
 
 Lors de l'entrée en division de la cellule, le nucléole disparaît progressivement à 
l'exception de deux types de composants. Un matériel fibrillaire clair reste accolé durant les 
différentes phases de la mitose à un ou plusieurs chromosomes et des masses granulaires 
demeurent, çà et là, autour des chromosomes (Goessens, 1984). 
 La reconstruction du nucléole se réalise autour de la partie fibrillaire persistant tout au 
long de la mitose, le NOR. Ce NOR est supposé être, du moins en partie, le centre fibrillaire 
du nucléole dans le noyau de la cellule en interphase (Goessens and Lepoint, 1974, 1979). La 
réédification du nucléole s'amorce, dès la réactivation du gène ribosomique, à partir de 
molécules synthétisées au cours du cycle précédent et dispersées dans le cytoplasme au 
moment de l'entrée en mitose de la cellule (de la Torre and Gimenez-Martin, 1982 ; Goessens, 1984 ; 
Hadjiolov, 1985). 
 
 Une autre grande modification de l'organisation nucléolaire est celle produite par 
l'induction d'une ségrégation suite à l'action d'une drogue. Dans ces conditions, les 
constituants nucléolaires se compactent et se redistribuent suivant une alternance particulière 
(Bernhard et al., 1965 ; Bush and Smetana, 1970 ; Simard et al., 1974 ; Daskal, 1979 ; Puvion and Moyne,  
1981 ; Bouteille et al., 1982 ; Hadjiolov, 1985). 
2. RECHERCHES PERSONNELLES 
 
 
2. 1. Le nucléole dans les noyaux des cellules de Mammifères 
 
 Jusqu'en 1984, les études autoradiographiques désignaient le constituant fibrillaire 
dense du nucléole du noyau de la cellule comme le siège de la synthèse des préARN 
ribosomiques (Fakan, 1978 ; Goessens, 1984 ; Fakan, 1986 ; Schwarzacher and Wachtler, 1987). Cette 
conception devint caduque avec la localisation, exclusivement dans les centres fibrillaires des 
nucléoles, de l'enzyme indispensable à la transcription de l'ARN ribosomique,  l'ARN 
polymérase I (Scheer and Rose, 1984). 
 
 Au cours de notre thèse de doctorat, nous avions développé, au niveau ultrastructural, 
des méthodes immunocytologiques de détection de l'ADN (Thiry, 1988b ; Thiry and Dombrowicz, 
1988 ; Thiry et al., 1988a, 1988b ; Thiry and Muller, 1989 ; Derenzini et al., 1990 ; Thiry et al., 191a) et 
adapté la technique d'hybridation in situ (Thiry and Thiry-Blaise, 1989 ; Thiry et al., 1991a). Par le 
biais de ces procédés, nous avions décelé de l'ADN dans les centres fibrillaires des nucléoles 
des noyaux de cellules de Mammifères, essentiellement à leur bordure. Par hybridation ADN 
ribosomique/ADN ribosomique in situ, nous avions été le premier à y visualiser de l'ADN 
ribosomique. Mais contrairement à d'autres auteurs (Fakan and Hancock, 1974 ; Mirre and Stahl, 1978 
; Hernandez-Verdun et al., 1982 ; Raska et al., 1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Derenzini et al., 1993 ; Jimenez-
Garcia et al.,1993 ; Mosgöller et al., 1993), nous ne mettions pas en évidence de l'ADN dans le 
constituant fibrillaire dense des nucléoles. 
 
 Cette divergence de résultats dynamisait à nouveau le débat sur le site de la 
transcription des gènes ribosomiques et nous a poussé à rassembler un maximum d' éléments 
déterminants pour tenter de statuer sur le litige. 
 
2. 1. 1. Localisation de l'ADN par la méthode d'allongement des extrémités libres de 
l'ADN par une transférase spécifique 
 
 L'étude de l'organisation fonctionnelle du nucléole du noyau de la cellule requiert une 
parfaite connaissance de la localisation exacte des gènes ribosomiques au sein de celui-ci. 
 
 Suite aux études réalisées par hybridation in situ, il n'existe aucun désaccord quant à la 
localisation d'une partie des gènes ribosomiques dan la chromatine condensée associée au 
nucléole (Jacob et al., 1974 ; Thiry and Thiry-Blaise, 1989 ; Schwarzacher and Wachtler, 1991 ; Puvion- 
Dutilleul et al., 1991a ; Stahl et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul et al., 1992 ; Thiry and Goessens, 1992a ; Raska et 
al., 1995 ; Besse and Puvion-Dutilleul, 1996) ; par contre, pour l'ADN ribosomique visualisé par la 
même voie au sein des parties fibrillaires du nucléole,  trois options coexistent : soit il est 
présent uniquement dans les centres fibrillaires (Thiry and Thiry-Blaise, 1989 ; Puvion-Dutilleul et 
al., 1991a ; Thiry et al., 1991a ; Puvion-Dutilleul et al., 1992 ; Besse and Puvion-Dutilleul, 1996), soit 
seulement dans le constituant fibrillaire dense (Ghosh and Paweletz, 1990 ; Wachtler et al., 1990 ; 
Schwarzacher and Wachtler, 1991 ; Jimenez-Garcia et al., 1993 ; Dadoune et al., 1994), soit encore dans ces 
deux compartiments à la fois (Stahl et al., 1991 ; Wachtler et al., 1992 ; Hozak et al., 1993 ;  Raska et al., 
1995). Si la présence d'ADN ribosomique dans les centres fibrillaires est en accord avec la 
distribution de l'ADN dans le nucléole comme observé  à l'aide d'un grand nombre de 
méthodes (Scheer et al., 1987 ; Thiry, 1988b ; Thiry et al., 1988 ; Thiry and Muller, 1989 ; Thiry et al., 
1991a), sa présence dans le constituant fibrillaire dense est plus surprenante. Des études y ont 
suggéré la présence d'ADN, particulièrement dans sa partie proximale entourant le centre 
fibrillaire (Fakan and Hancock, 1974 ; Mirre and Stahl, 1978 ; Hernandez-Verdun et al., 1982 ; Raska et al., 
1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Derenzini et al., 1993 ; Jimenez-Garcia et al.,1993 ; Mosgöller et al., 1993). 
 
 Les méthodes existantes de mise en évidence de l'ADN ne sont  applicables que sur du 
matériel biologique préparé dans des conditions où la conservation de l'ultrastructure du 
nucléole est loin d'être optimale, les techniques autor diographiques exceptées,  mais 
malheureusement leur résolution n'est pas suffisamment élevée. 
Afin de connaître la localisation précise de l'ADN dans des constituants nucléolaires 
parfaitement conservés, nous avons adapté à l'échelle ultrastructurale un procédé de la 
biologie moléculaire (Thiry, 1992a, 1995a, 1995b, 1999), couramment utilisé dans la préparation 
de sondes pour l'hybridation. Son principe est basésur l'apparition d'extrémités d'ADN à la 
surface des coupes ultrafines suite à leur confection. Ces extrémités libres d'ADN peuvent être 
spécifiquement reconnues par la transférase des désoxynucléotides terminaux qui y ajoutent le 
bromodésoxyuridine triphosphate fourni. Les sites concernés sont ensuite révélés au moyen 
d'une méthode immunocytologique indirecte faisant appel à des anticorps 
antibromodésoxyuridine et des anticorps secondaires couplés à des particules d'or colloïdal 
(figure 9). 
 
 Nous avons choisi d'appliquer cette procédure sur des cellules tumorales d'Ehrlich de 
la Souris, après fixation puis traitement par la technique d'acétylation pour deux raisons 
(Thiry, 1992b). Premièrement, le noyau de ce modèle cellulaire a le grand avantage de posséder 
des nucléoles compacts avec de grands centres fibrillaires entourés par une couronne 
discontinue de fibrilles denses ; deuxièmement,  le procédé d'acétylation a la précieuse 
propriété de différencier particulièrement les trois constituants nucléolaires et d'augmenter 
très sensiblement le contraste de la chromatine condensée (Thiry et al., 1985 ; Thiry and Goessens, 
1986). La réunion de ces conditions expérimentales favorables est possible avec le nouveau 
système de détection de l'ADN et améliore sans conteste la lecture de la distribution du 
marquage. 
 Dans ces circonstances, nous observons un marquage intense sur les blocs de 
chromatine périnucléolaire, sur leurs invaginations infiltrant le nucléole jusqu'au contact des 
centres fibrillaires, sur les petits amas bien visibles de chromatine condensée présents dans les 
interstices interrompant la couronne de fibrilles dnses et sur la chromatine qui relie parfois 
les centres fibrillaires entre eux. Quant aux  centres fibrillaires des nucléoles, ils sont marqués 
préférentiellement à leur pourtour, contrairement aux constituants fibrillaire dense et 
granulaire qui ne présentent jamais de marquage significatif, même fortuit. 
 Nous avons appliqué notre approche sur plus de vingt types cellulaires différents 
(tableau I) et nos observations se sont avérées êtr en tous points identiques. 
 
 Nous en concluons que les centres fibrillaires des nucléoles des noyaux de cellules de 
Mammifères contiennent de l'ADN. Par contre,  nous n'avons pas réussi à en mettre en 
évidence dans le constituant fibrillaire dense du nucléole du noyau d'un grand nombre de 
cellules de Mammifères. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par certains auteurs 
ayant fait appel à d'autres méthodes cytochimiques (Goessens, 1976b ; Ploton et al., 1983 ; Scheer et 
al., 1987). D'autre part, lorsque nous appliquons la réaction cytochimique inspirée de la 
réaction de Feulgen sur les cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris et comparons une coupe 
ultrafine contrastée classiquement avec la coupe suivante colorée à l'ammine d'osmium (Thiry 
and Goessens, 1996),  nous ne voyons pas non plus, contrairement à Derenzini (Derenzini et al., 
1982, 1983), de dépôt d'ammine d'osmium sur les fibrilles denses des nucléoles. 
 
 Quant à  la sauvegarde de la réactivité des antigènes cellulaires, elle ne se garantit, en 
général, qu'au détriment de la conservation de l'ultrastructure. Il est donc difficile de déduire 
si un marquage est circonscrit à un constituant lorsque ce dernier n'est pas clairement identifié 
et présente des limites diffuses. De plus,  peu d'auteurs  prennent en considération les 
interstices localisés à la périphérie des centres fibrillaires et/ou entre les cordons de fibrilles 
denses, contenant des petits amas de chromatine (Thiry and Goessens, 1992a, 1996). 
 A notre avis, les conclusions discordantes concernant la localisation de l'ADN 
proviendraient de la difficulté à lire les informations fournies par les systèmes de détection de 
l'ADN. 
 
 Le choix du modèle cellulaire n'est pas non plus sans inconvénient. Si nous analysons 
une coupe ultrafine dans un nucléole du noyau d'une cellule contrastée classiquement, une 
partie de la surface occupée par le centre fibrillaire, de structure très peu dense aux électrons, 
pourrait être masquée par la bordure du constituant fibrillaire dense, de structure très dense 
aux électrons. Cette surestimation de la surface ocupée par le constituant fibrillaire dense 
entourant le centre fibrillaire est d'autant plus prononcée que le centre fibrillaire est de petite 
taille (figure 10). Pour minimiser cette source d'erreurs, il est donc préférable de travailler sur 
des nucléoles possédant de larges centres fibrillaires tels ceux présents dans les noyaux de la 
cellule tumorale d'Ehrlich de la Souris ou dans ceux d  lymphocyte humain au repos. 
Certaines incidences de coupes ultrafines dans les centres fibrillaires peuvent conduire à de 
fausses conclusions. Ce fait n'est pas rare. Certains auteurs considèrent que des filaments 
d'ADN colorés par l'ammine d'osmium et sis aux confins des centres fibrillaires sont dans le 
constituant fibrillaire dense ; d'autres attribuent  des particules d'or, déposées à la limite 
extérieure des centres fibrillaires, au constituant fibrillaire dense. Comme expliqué dans le 
schéma de la figure 10, des particules d'or, qui sembl nt être sur le constituant fibrillaire 
dense proche du centre fibrillaire ou à la limite entr  les deux,  pourraient se trouver en réalité 
sur le centre fibrillaire. Nous avons veillé à le vérifier en pratique ; des coupes transversales 
de coupes semi-fines de cellules marquées par la méthode d'allongement des extrémités libres 
de l' ADN par une transférase spécifique montrent sa s équivoque que les particules d'or sont 
bien limitées aux seuls centres fibrillaires des nucléoles des noyaux (Thiry and Goessens, 1996). 
 
 Les localisations de l'ADN ribosomique par hybridation in situ sont également 
faillibles ; en effet, si les hybrides ADN/ARN sont plus stables que les hybrides ADN/ADN, 
ils peuvent, par contre, croiser avec l'ARN ribosomique et occasionner un marquage sur le 
constituant fibrillaire dense voire sur le constituant granulaire. C'est pourquoi nous avons 
choisi pour détecter l'ADN ribosomique de ne marque qu'un seul brin du fragment d'ADN 
ribosomique, soit celui qui correspond à l'ARN ribosomique, empêchant ainsi toute 
hybridation croisée de la sonde avec ce même ARN ribosomique (Thiry and Thiry-Blaise, 1989). 
 
 En conclusion, la technique d'allongement des extrémi és libres de l'ADN par la 
terminale transférase est une méthode de choix, sensibl , spécifique et d'application 
indépendante du mode de préparation du matériel biologique (Thiry, 1992b, 1995a, 1995b ; Thiry 
and Puvion-Dutilleul, 1995 ; Compère et al., 1997 ; Zatsepina et al., 1997b ; Thiry and Daneholt, 1998 
;Thiry, 1999 ; Jennane et al., 1999) ; elle nous a permis de lever toute équivoque sur la 
distribution générale de l'ADN. Dans les nucléoles d noyaux de cellules de Mammifères, 
elle ne révèle 
pas d'ADN dans le constituant fibrillaire dense mais uniquement dans les centres fibrillaires et 
la chromatine condensée intra- et périnucléolaire. Il ste à préciser la nature active ou 
inactive de l'ADN présent dans les différentes structures ; tel sera l'objectif du chapitre 
suivant. 
2. 1. 2. Localisation ultrastructurale des régions actives de la chromatine associée au 
nucléole 
 
 La particularité de l'ADN du noyau des cellules eucaryotes est son association avec 
des histones pour former des structures répétitives caractéristiques : les nucléosomes (Olins and 
Olins, 1974 ; van Holde, 1988). Le noyau nucléosomique est édifié à partir d'enviro  cent 
quarante-six paires de bases d'ADN double brin entourant de deux tours superhélicoïdaux 
gauches l'extérieur d'un octamère formé de quatre pi s d'histones H2A, H2B, H3, H4 ; il est 
séparé du noyau nucléosomique suivant par un segment  d'ADN d'une longueur variable 
(entre quinze et cent paires de bases), allié à une cinquième histone, H1 ; cette dernière 
contribuerait à la condensation de la chromatine (Thomas, 1984 ; Bednar et al., 1998). 
 D'après des données résultant d'études biochimiques ou de microscopie électronique, 
ce type d'organisation se rencontrerait quel que soit l'état de la chromatine (Reeves, 1984). 
Toutefois, lorsque les gènes deviennent transcriptionnellement actifs, un relâchement 
dans la compacité du nucléosome le rendrait sensibl aux actions de nucléases telles l' 
ADNase I et la nucléase microccocale (Weintraub and Groudine, 1976 ; Bloom and Anderson, 1978 ; 
Bellard et al., 1980) ; les promoteurs et les éléments activateurs de la transcription des gènes font 
partie des secteurs où  les nucléases endommagent l'ADN (Elgin, 1988 ; Krude and Elgin, 1996). 
 
 Nous avons mis à profit cette faiblesse particulière de la chromatine active vis-à-vis de 
certaines enzymes pour la localiser au sein des nucléoles. Dans ce but, nous avons adapté la 
méthode de "nick-translation" à la microscopie électronique (Thiry, 1991b, 1995b, 1999) et, de 
plus, mis au point un système de transcription in vitro sur coupes ultrafines de matériel 
biologique (Thiry and Goessens, 1991 ;Thiry, 1999). 
 
 Dans la première approche (Thiry, 1991b, 1995b, 1999), des concentrations bien précises 
d' ADNase I (d'origine pancréatique) occasionnent ds coupures simple brin dans l'ADN 
double brin présent à la surface de la coupe ultrafine dans des cellules tumorales d'Ehrlich de 
la Souris. Sur ces coupes mises au contact des quatre désoxynucléotides triphosphatés 
spécifiques dont certains sont biotinylés, l'ADN polymérase I d'Escherichia coli synthétise un 
nouveau brin d'ADN à partir de la cassure en y incluant les désoxynucléotides biotinylés 
fournis. Grâce à l'emploi d'une méthode immunocytologique indirecte, nous détectons les 
nouveaux fragments d'ADN. 
 
 Dans la deuxième approche (Thiry and Goessens, 1991 ;Thiry, 1999), l'ARN polymérase I 
d'Escherichia coli nduit, assistée des quatre ribonucléotides triphosatés  dont l'UTP est 
biotinylé, la mise en route de la transcription desgènes présents à la surface de la coupe 
ultrafine dans les cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris. Une technique immunocytologique 
indirecte nous permet de révéler les sites d'incorporation de l'UTP biotinylé. 
 
 Dans la procédure de "nick-translation" (Thiry, 1991a), après l'action de faibles 
concentrations d' ADNase I, nous obtenons, sur le nucléole, un marquage au niveau de la 
périphérie des centres fibrillaires ainsi que dans les interstices qui les bordent et interrompent 
la couronne de fibrilles denses. Dès que nous augmentons la concentration de l' ADNase I, le 
marquage qui s'ensuit s'étend à toute la chromatine co densée associée au nucléole ; mais, à 
aucune concentration d' ADNase I, nous ne constatons de marquage sur les constituants 
fibrillaire dense et granulaire. 
 
 Par la technique de transcription in vitro (Thiry et Goessens, 1991), les centres fibrillaires 
des nucléoles sont préférentiellement marqués à leur pourtour mais les constituants fibrillaire 
dense et granulaire  ne le sont jamais. 
 Les résultats de la localisation de l'ADN par la ré ction à l'ammine d'osmium 
suggéraient, qu'au niveau des centres fibrillaires des nucléoles, l'ADN serait sous forme non 
nucléosomique (Derenzini et al., 1982, 1983, 1987) ; or, dans nos expériences, ce sont également 
les centres fibrillaires les premiers sites les plus fragiles à l'attaque de l' ADNase I. 
 
 De notre analyse, il ressort que l'emploi de nos deux protocoles nous offre la 
possibilité de faire la distinction entre les régions inactives de la chromatine et des régions 
actives ou potentiellement actives, c'est-à-dire des zones où la transcription des gènes 
ribosomiques s'amorce, se déroule ou se termine . 
 Après application de ces deux techniques, les sitepositifs observés  correspondent à 
des structures connues pour leur contenu en ADN  et plus spécialement en ADN ribosomique 
comme nous l'avions montré précédemment (Thiry and Thiry-Blaise, 1989). De notre point de 
vue, les gènes ribosomiques actifs ou en voie de lev nir ou venant de l'être se limiteraient, 
dans le nucléole, aux centres fibrillaires et aux interstices y annexés. Si la structure des gènes 
ribosomiques a été décrite, leur disposition dans les compartiments nucléolaires n'a pas été 
clairement établie ; or, ce renseignement pourrait se révéler très utile. Nous aborderons cette 
question dans le chapitre suivant. 
 
2. 1. 3. Localisation ultrastructurale de régions des intercalaires des gènes ribosomiques 
par hybridation  in situ 
 
 Chez les Eucaryotes supérieurs, les gènes ribosomiques sont organisés en tandems 
répétitifs (Long and Dawid, 1980 ; Hadjiolov, 1985). Sur chaque gène, une région (où se succèdent 
un intercalaire externe 5', la séquence à transcrire pour donner l'ARN 18S, un intercalaire 
interne 1, la séquence à transcrire pour donner l'ARN 5,8S, un second intercalaire interne 2, la 
séquence à transcrire pour donner l'ARN 28S et un intercalaire externe 3') est flanquée de 
zones nommées intercalaires intergéniques. Par exemple chez la Souris, ces derniers couvrent 
quasi les deux tiers de la longueur totale du gène (Cory and Adams, 1977). Selon une estimation 
des biochimistes, septante-cinq pour cent des gènes ribosomiques  se logeraient dans la 
fraction intranucléolaire de la chromatine associée au nucléole (Bachellerie et al., 1977) et nul 
n'objecte, qu'en activité, ils soient exclusivement contenus dans le nucléole. 
 
 La distribution de l'ADN par voie cytochimique ou immunocytologique implique les 
centres fibrillaires des nucléoles et la chromatine apparente dans les interstices sous forme de 
petits amas de densité aux électrons équivalente à celle de la chromatine condensée 
périnucléolaire (Goessens, 1979, 1984 ; Scheer et al., 1987 ; Thiry, 1988b ; Thiry et al., 1988a ; Thiry, 
1991a ; Thiry et al., 1991a ; Thiry, 1992b, 1992c ; Thiry and Goessens, 1992a ; Scheer et al., 1993 ; Thiry 
et al., 1993 ; Thiry and Goessens, 1996). 
 Les auteurs qui appliquent la réaction à  l'ammine d'osmium sur des coupes ultrafines 
de matériel cellulaire postulent une configuration nucléosomique pour la chromatine incluse 
dans les interstices et une organisation non nucléosomique pour les filaments élongés dans les 
centres fibrillaires (Derenzini et al., 1987) 
 Sur étalement moléculaire, l'unité de transcription des gènes ribosomiques des cellules 
de Mammifères durant l'activité transcriptionnelle correspond à un axe mince et uniforme, 
tandis que l'intercalaire intergénique reste sous la forme d'un  "collier de perles"  tel l'aspect 
habituel sous lequel apparaît la chromatine  transcriptionnellement inactive (Puvion-Dutilleul and 
Bachellerie, 1979). 
 Par hybridation in situ, Puvion -Dutilleul et al. (1991a) ont localisé, dans les centres 
fibrillaires des nucléoles des noyaux des cellules H La,  la séquence à l'origine de l'ARN 18S, 
un fragment de l'intercalaire 5' externe et une petite région de l'intercalaire intergénique, plus 
exactement l'extrémité contenant le promoteur jouxtant le point d'origine de la mise en route 
de la transcription. 
 
 Nous pensons que l'agencement précis des différents éléments constitutifs des gènes 
ribosomiques au cœur du nucléole est inféodé à la spécialisation fonctionnelle de chaque 
territoire nucléolaire. Nous avions fait un premier pas pour connaître cet arrangement en 
mettant au point  une méthode non isotopique d'hybridation in situ de mise en évidence d' un 
petit fragment d'une zone de l'unité de transcription du gène ribosomique au niveau 
ultrastructural (Thiry and Thiry-Blaise, 1989). Nous avons adopté le même procédé 
d'expérimentation pour localiser l'intercalaire 5' xterne et l'intercalaire  intergénique des 
gènes ribosomiques dans la cellule tumorale d'Ehrlich de la Souris (Thiry and Thiry-Blaise, 
1991). 
 Nous avons cloné deux séquences des gènes ribosomiques à partir d'un fragment Eco 
R1 Mr 974 de 11,35 kb de l'ADN ribosomique de la Souris. Le fragment A Eco R1/Sal 1 de 
3,8 kb de l'intercalaire  intergénique est cloné dans le plasmide pBR 322 (sonde A) et le 
fragment E Sal 1 de 0,55 kb de l'intercalaire 5' externe est inséré dans le plasmide pBR 325 
(sonde E) . Les sondes biotinylées obtenues sont hybridées sur des coupes ultrafines 
dénaturées de cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris et les molécules hybrides résultantes 
sont ensuite visualisées au moyen d'une méthode immunocytologique indirecte usant 
d'anticorps antibiotine et d'anticorps secondaires couplés à des particules d'or. 
 Les deux sondes fournissent un marquage strictement limité aux nucléoles. Sur 
quelque cent nucléoles observés, la molécule hybride produite à partir de la sonde E se 
rencontre au niveau de la périphérie des centres fibrilla res (figure 11a), tandis que celle 
produite à partir de la sonde A se révèle préférentiellement dans les petites mottes de 
chromatine condensée logées dans les interstices qui interrompent la couronne de fibrilles 
denses (figure 11b). 
 Par hybridation in situ avec ces deux sondes, aucune molécule hybride n'est  détectée 
dans les constituants fibrillaire dense et granulaire ; seules quelques rares l'ont été dans la 
chromatine condensée périnucléolaire. 
 
 Nos observations nous conduisent à considérer qu'un gène ribosomique en 
transcription s'oriente dans les compartiments nucléolaires, la zone à transcrire à la bordure 
des centres fibrillaires et  la majeure partie de la région de l'intercalaire intergénique au niveau 
des interstices bordant les centres fibrillaires et éparant les cordons de fibrilles denses au 
contact des centres fibrillaires. D'autres auteurs (Puvion-Dutilleul et al., 1991a) ont montré qu'un 
morceau de la région promotrice du gène ribosomique actif serait également présent dans les 
centres fibrillaires. 
 
 Sachant qu'une inhibition de l'expression des gènes ribosomiques métamorphose le 
nucléole de la cellule, dans le prochain chapitre, nous utiliserons ce phénomène pour tenter de 
débrouiller la relation des gènes ribosomiques entre eux. 
 
2. 1. 4. Devenir de l'ADN associé au nucléole après une inhibition de la transcription des 
gènes ribosomiques 
 
 Que le nucléole soit l'expression morphologique de l'activité des gènes ribosomiques 
est une hypothèse devenue incontournable ; tout bouleversement structurel l'affectant, par 
exemple lors de la mitose ou de la ségrégation nucléolaire, atteste un changement dans le 
processus de synthèse des ARN ribosomiques. 
 
 Dans le noyau d'une cellule au stade prophase, la dislocation du nucléole s'apparente à 
un arrêt de l'activité des gènes ribosomiques et, sa réédification à la fin du stade télophase, à 
la reprise de la genèse des ARN ribosomiques (Taylor, 1960 ; Chèvremont and Baeckeland, 1961 ; 
Prescott and Bender, 1962 ; Das, 1963 ; Feinendegen and Bond, 1963 ; King and Barnhisel, 1967 ; Lepoint and 
Goessens, 1978). 
 Quant à la ségrégation induite par l'action d'un inhibiteur de la transcription des gènes 
ribosomiques tel l'actinomycine D, elle modifie profondément l'agencement habituel des 
compartiments nucléolaires fondamentaux (Bernhard et al., 1965 ; Busch and Smetana, 1970 ; Simard et 
al., 1974 ; Daskal, 1979 ; Puvion and Moyne, 1981 ; Bouteille et al., 1982 ; Hadjiolov, 1985). 
 Ces cas de figure, mitose et ségrégation, représentent un terrain de prédilection pour 
l'étude des liens existant entre la morphologie et la fonction du nucléole dans la cellule. 
 
 Précédemment, nous n'avions pas pu mettre en évidence de l'ADN dans le matériel 
fibrillaire argyrophile de la constriction secondaire du chromosome au stade métaphase, ainsi 
que dans les centres fibrillaires des nucléoles après ségrégation (Thiry et al., 1988b). Or, non 
seulement, d'autres auteurs y localisent des protéines impliquées dans la transcription des 
gènes ribosomiques (Scheer and Rose, 1984 ; Guldner et al., 1986 ; Rodriguez- Sanchez et al., 1987 ; Chan 
et al., 1991 ; Roussel et al., 1993 ; Zatsepina et al., 1993 ; Weisenberger and Scheer, 1995 ; Gilbert et al., 1995 ; 
Jordan et al., 1996 ; Roussel et al., 1996 ; Gébrane-Younès et al., 1997 ; Junera et al., 1997 ; Klein et al., 1998 ; 
Sirri et al., 1999), mais il ressort d'une analyse par tomographie que la constriction secondaire 
serait une boucle torsadée de matériel  intégrée dans le chromosome et non distincte (Héliot et 
al., 1997). Enfin, par hybridation in situ, Puvion-Dutilleul et al. (1992) visualisent de l'ADN 
ribosomique dans les centres fibrillaires des nucléoles après ségrégation des noyaux des 
cellules HeLa. 
 
 Ces informations souffraient quelques contradictions avec nos résultats et reposaient le 
problème d'une présence ou non d'ADN dans les NOR de la mitose ou dans les centres 
fibrillaires des nucléoles après ségrégation. 
 
 Grâce à l'emploi de la technique d'allongement des extrémités libres de l'ADN par la 
terminale transférase, qui supplante avec efficience les méthodes que nous avions employées 
antérieurement, nous décelons effectivement de l'ADN en quantité significative dans les 
centres fibrillaires des nucléoles  après ségrégation suite au traitement par l'actinomycine D de 
cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris, et dans le NOR du chromosome au stade métaphase 
(Héliot et al., 1997) ; dans cette dernière structure, postulée être la contrepartie mitotique des 
centres fibrillaires, il se distribue de préférence à la périphérie du matériel fibrillaire, 
répartition ne différant guère de celle rencontrée dans les centres fibrillaires des nucléoles des 
noyaux des cellules en interphase. 
 Nous obtenons des résultats identiques sur les nucléoles après ségrégation, soit de 
noyaux d'hépatocytes traités par la galactosamine (Mikhaylova et al., 1996), soit de noyaux de 
cellules carcinomateuses RT4 de la vessie soumises à d doses élevées d'aménantrone ou 
d'un mélange d'aménantrone/poly r(A-U) (Thiry et al., 1997). 
 Dans le cas des cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris, traitées par la tubercidine (7-
déaza-adénosine, antibiotique ; Acs et al., 1964 ; Bloch et al., 1967 ; Bassleer et al., 1976), il nous a été 
possible de suivre la mise en place progressive de la ségrégation (figure 12). Les centres 
fibrillaires des nucléoles s'organisent en convois dans lesquels ils sont enchaînés les uns aux 
autres par de petits maillons de chromatine condensée. Ces trains s'acheminent vers l'extérieur 
des nucléoles en convergeant l'un vers l'autre pour finalement se fondre en un seul élément. 
La description de ce phénomène illustre parfaitement c tte alternance itérative de la 
chromatine condensée et décondensée. 
 
 En conséquence, en dehors de tout mouvement de synthè e ribonucléique, de l'ADN 
décondensé persiste dans les centres fibrillaires des nucléoles et dans leur équivalent en 
métaphase, en contiguïté avec la chromatine condensée à la manière d'une corde à nœuds, les 
centres fibrillaires étant les nœuds. 
 
 L'ADN et spécialement l'ADN ribosomique, qui préside à tout l'avenir de l'ARN 
ribosomique, étant situés dans le nucléole, les chapitres suivants porteront sur la localisation 
de l'ARN et plus particulièrement sur celle de l'ARN ribosomique, ce matériau fondamental 
du nucléole. 
 
2. 1. 5. Détection ultrastructurale de l'ARN et de l'ARN ribosomique dans le nucléole 
par des méthodes immunocytologiques et d'hybridation in situ 
 
 A coté des gènes ribosomiques, le nucléole abonde d'ARN ; en plus de préARN 
ribosomiques et de séquences d'ARN ribosomiques 18S, 5,  S et 28 S, s'y rencontrent  
également de faibles quantités de petits ARN non ribosomiques tels l'ARN U3 et l'ARN U8 
(Hadjiolov, 1985 ; Fisher et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul et al., 1991b, 1992 ; Azum-Gelade et al., 1994 ; Matera 
et al., 1994). A l'heure actuelle, personne ne met en doute la richesse en ARN des constituants 
fibrillaire dense et granulaire des nucléoles ; par contre, la mise en évidence d'ARN dans le 
centre fibrillaire convainc beaucoup moins. 
 
 La révélation par autoradiographie de l'uridine tritiée incorporée in vivo ou in vitro 
dans le matériel biologique a été une excellente approche qui a fourni des indications 
précieuses mais insuffisantes quant à la distribution générale de l'ARN. De plus, sa pratique 
requiert de longs laps de temps, sa résolution est peu élevée et ses signaux ne sont pas 
ponctuels. 
 La faculté de fabriquer un complexe à partir du coplage d'une ribonucléase avec des 
particules d'or a paru de prime abord une solution de remplacement avantageuse (B ndayan, 
1981 ; Bendayan, 1984 ; Thiry, 1988a ; Cheniclet et al., 1995). Hélas, les ARN détectés étaient 
uniquement tributaires du type de ribonucléase choisie (Cheniclet and Bendayan, 1990) ; mais les 
plus gros écueils rencontrés dans la pratique de cett  technique sont les problèmes 
d'encombrement stérique nés de la grosseur des complexes formés. 
 
 Dans notre quête de  la distribution exacte de l'ARN total dans le nucléole, nous avons 
mis au point deux procédures immunocytologiques à l'échelle ultrastructurale. 
 La première exploite la propriété d'une transférase spécifique à catalyser l'addition 
d'adénosine monophosphate à l'extrémité 3'de l’hydroxyle de l'ARN simple brin pour ajouter 
de l'adénosine triphosphate biotinylée dans les séquences d'ARN présentes à la surface des 
coupes ultrafines dans les cellules (Thiry, 1993a, 1995a, 1995b, 1999). Ces nucléotides incorporés 
sont ensuite visualisés par un procédé immunocytologique indirect faisant intervenir un 
anticorps antibiotine et un anticorps secondaire couplé à des particules d'or (figure 13). 
 La seconde méthode repose sur l'emploi d'anticorps monoclonaux antiARN (mis 
gracieusement à notre disposition) sur des coupes ultrafines de cellules tumorales d'Ehrlich de 
la Souris après enchâssement en résine partiellement hydrosoluble (Thiry, 1992c, 1999). 
 Ces deux techniques ne pâtissent pas des faiblesses de  anciennes méthodes ; au 
contraire, elles allient rapidité, spécificité, haute résolution et  sont moins subordonnées à des 
difficultés d'accessibilité (Thiry, 1993b, 1993c, 1994, 1995a, 1995c ; Thiry and Puvion-Dutilleul, 1995 ; 
Mikhaylova et al., 1996 ; Thiry and Goessens, 1996 ; Thiry et al., 1997 ; Thiry and Daneholt, 1998). 
 Il est possible d'appliquer la procédure d'allongement des ARN par une transférase 
spécifique sur des cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris après fixation et acétylation (Thiry, 
1993a) ; sous ces conditions, nous obtenons une image assez complète de la distribution de 
l'ARN total sur des constituants parfaitement identifiables et bien délimités. 
 
 Dans les nucléoles des noyaux des cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris (Thiry, 
1992c), des cellules HeLa (Thiry, 1992c, 1993c) et des cellules humaines de Sertoli (Thiry, 1993b), 
les particules d'or se répartissent sur les trois compartiments, mais sur les centres fibrillaires :  
leur nombre semble plus élevé à la périphérie. Aucune particule ne se dépose sur la 
chromatine condensée, même sur celle incluse dans les interstices au contact des centres 
fibrillaires. Dans différents types cellulaires, nous obtenons un marquage parfaitement 
identique avec les deux anticorps antiARN ; toutefois, sur les centres fibrillaires, le signal  est 
plus faible  puisque ces anticorps ciblent préférentiellement certaines séquences d'ARN (Thiry, 
1992c). 
 Bien qu'ayant antérieurement localisé l'ARN ribosomique par hybridation in situ (Thiry 
and Thiry-Blaise, 1989), nous avons tenté d'améliorer nos résultats grâce à la construction d'une 
sonde doublement marquée plus performante (Thiry and Thiry-Blaise, 1991). L'emploi de cette 
dernière nous a permis de visualiser des quantités d'ARN ribosomique plus démonstratives 
dans les constituants fibrillaire et granulaire du nucléole ainsi que dans les centres fibrillaires, 
de préférence à leur bordure. 
 
 Grâce à ces processus et à l'hybridation in situ, nous démontrons que  l'ARN 
ribosomique est non seulement présent dans les constitua ts fibrillaire et granulaire des 
nucléoles mais également au niveau de leurs centres fib illaires. Ces observations nous ont 
amené à nous demander, au niveau de chaque compartient, quelle étape de la transcription 
du gène ribosomique cet ARN ribosomique figurait. Nous tenterons de répondre à cette 
question dans le prochain chapitre. 
 
2. 1. 6. Localisation des ARN naissants dans le nucléole par immunocytologie 
ultrastructurale 
 
 L'autoradiographie a été la méthode support par excellence pour l'étude in situ des 
synthèses des ARN (Bouteille et al., 1975 ; Fakan, 1976 ; Goessens, 1976b ; Fakan, 1978, 1986). Elle est à 
l'origine des résultats considérés comme les plus probants, par la majorité des auteurs, sur le 
site de la transcription des ARN. L'hypothèse la plus vivace postule que le constituant 
fibrillaire dense du nucléole serait le site initial d'incorporation d'uridine tritiée dans la cellule 
(Fakan, 1978 ; Goessens, 1984 ; Fakan, 1986 ; Schwarzacher and Wachtler, 1987), quoique quelques 
auteurs ne négligent pas le fait que les centres fibrillaires soient également concernés 
(Goessens, 1976b ; Thiry et al., 1985 ; Dupuy-Coin et al., 1986 ; Derenzini et al., 1987). 
 
 Face aux dangers d'interprétation soulevés par les inconvénients inhérents à la pratique 
elle-même de l'autoradiographie, nous avons choisi de vérifier la sensibilité de la technique 
sur des cellules tumorales d'Ehrlich de la Souris, incubées durant un temps fixe de dix minutes 
dans un milieu nutritif contenant de l'uridine tritiée (Thiry and Goessens, 1991). 
 Nous savons que le nombre de grains d'argent révélés sur une structure reflète la 
quantité de produit radioactif incorporé dans la dite structure et que, dans le cas d'isotopes de 
longue durée de vie, ce nombre de grains d'argent sera d'autant plus important que les temps 
d'exposition seront longs. Donc, à des temps courts d'exposition,  sont positifs les endroits où 
la teneur par unité de surface en molécules radioactives est la plus élevée et, à des temps 
d'exposition plus longs, s'ajoutent ceux dont la concentration en molécules radioactives est  
plus faible. 
 Lorsque peu de temps après sa pose, nous développons l'émulsion  photographique 
coulée sur des coupes de cellules tumorales  d'Ehrlich de la Souris, fixées et enchâssées en 
résine, elle est impressionnée uniquement au niveau du constituant fibrillaire dense du 
nucléole. Dès que nous allongeons les temps d'exposition, un marquage apparaît au niveau 
des régions extranucléolaires ainsi que dans les centres fibrillaires, tandis que s'intensifie celui 
préalablement présent sur le constituant fibrillaire dense. Le constituant granulaire et la résine 
n'en supportent jamais, quel que soit le temps d'exposition (Thiry and Goessens, 1991). 
Toutefois, ces observations méritent réflexion et discussion. 
 En effet, les centres fibrillaires des nucléoles dnoyaux des cellules tumorales 
d'Ehrlich de la Souris sont de très grande taille ; la résolution des préparations 
autoradiographiques est telle que nous ne pouvons pas certifier que les grains d'argent révélés 
sont localisés exactement au-dessus de la source responsable de leur réduction ; explicitement, 
la cause du marquage du centre fibrillaire pourrait  prendre son origine au sein du constituant 
fibrillaire dense ou vice versa. 
 
 Pour parer aux désavantages de l'autoradiographie à l'échelle ultrastructurale, certains 
auteurs ont tenté d'adopter ce principe d'incorpore in vivo aux ARN nouvellement 
synthétisés, non pas une molécule radioactive, maisun analogue non isotopique ; sa présence 
dans le matériel biologique fixé serait  décelée ultérieurement par une méthode 
immunocytologique, (Jackson et al., 1993 ; Wansink et al., 1993). 
 Hélas, l'introduction de bromouridine triphosphate dans la cellule vivante occasionne 
de tels préjudices organiques que les conséquences de ces essais compliquent plus qu'elles 
n'éclairent sur les sites de synthèse ou de maturation de l'ARN. 
 Après avoir expérimenté nous-même ce type d'approche (Thiry, 1999), nous lui avons 
préféré un système de transfection moins invalidant pour la physiologie de la cellule (Thiry et 
al., 2000, 2001). 
 Le vecteur qui sert de transporteur aux nucléotides est de nature lipidique. A l'aide 
d'un procédé immunocytologique, nous avons pu montrer que la cellule avait métabolisé notre 
analogue en le localisant en premier dans le noyau, puis lorsqu'il atteint  le cytoplasme, dans 
ce dernier. 
 
 Nous intéressant plus particulièrement à la biogenès  des ribosomes, nous soumettons 
les cellules à l'action de l'α-amanitine qui inhibe spécifiquement l'action des ARN 
polymérases II et III,  privilégiant l'incorporation par l'ARN polymérase I du bromouridine 
triphosphate dans le nucléole. 
 Nous avons réalisé en parallèle l'étude de la synthèse de l'ARN ribosomique en 
microscopies confocale et électronique ; sur des cellules HeLa, nous maintenons un temps de 
lipofection fixe mais nous multiplions les durées de remise en culture. 
 A l'échelon optique, l'incorporation de bromouridine triphosphate se manifeste par 
étapes et adopte au cours de leur déroulement quatre gr nds types de figure caractéristiques. 
Après des remises en culture suite à la transfection des cellules allant de deux, quinze, trente à 
cent vingt minutes, nous visualisons le bromouridine triphosphate dans le nucléole sous forme 
de petites sphères exactement là où se localise l'ARN polymérase I ; ces sphères gagnent en 
ampleur mais, en leur centre, perdent en intensité ; ensuite elles se creusent et prennent la 
forme de larges anneaux qui finissent par fusionner et n'en constituer qu'un seul, limitant la 
totalité du nucléole. 
 Nous avons examiné les phases de la même expérience à des stades identiques mais  
sur les cellules HeLa préparées pour la microscopie électronique. Au tout début, le marquage 
se répartit sur les deux constituants fibrillaires du nucléole, puis il libère progressivement les 
centres fibrillaires, s'accrochant aux seules fibrilles denses les encerclant ; ensuite, désertant la 
couronne fibrillaire immédiatement au contact des cntres fibrillaires, il s'irradie dans 
l'ensemble du constituant fibrillaire dense, qu'il quitte à son tour, pour investir le constituant 
granulaire (figure 14). 
 
 La transcription des gènes ribosomiques est un phéomène qui se déroule 
promptement, les ARN ribosomiques produits atteignent rapidement une grande taille, se 
détachent et s'éloignent très vite de leur lieu de synthèse. 
 Afin d'en analyser minutieusement le cheminement dès sa mise en route et d'en 
disséquer les étapes initiales, nous nous sommes tourné vers un modèle où le mécanisme 
serait ralenti (Cheutin et al., 2001). Nous avons travaillé sur des nucléoles de noyaux de cellules 
tumorales d'Ehrlich de la Souris, isolés à l'aide  d'une méthode qui veille à leur préservation 
(Vandelaer et al., 1996) ; lorsqu'ils sont retirés de leur contexte naturel, la transcription s'y 
effectue plus lentement. 
 
 Le bromouridine triphosphate leur est intégré durant le maintien de leur survie dans un 
milieu adéquat. Les observations faites sur coupes ltrafines réalisées dans ce matériel 
témoignent effectivement d'une activité dans les composants fibrillaires des nucléoles. Afin de 
nous assurer que le démarrage de la transcription par l'ARN polymérase I et l'allongement des 
ARN, qui suit immédiatement, n'ont pas lieu en un site commun, nous avons échafaudé un 
schéma expérimental qui désolidariserait, le cas échéant, ces deux événements précoces. 
 Si, dans un premier temps, nous fournissons aux nucléoles isolés du bromouridine 
triphosphate pendant dix minutes, puis durant vingt minutes de l'uridine triphosphate, il en 
résulte une accumulation  du nucléotide marqué au brome dans le composant fibrillaire dense 
du nucléole, dépôt qui  traduirait une présence massive d'ARN  en cours d'allongement. 
 D'autre part, si nous soumettons pendant un laps de temps les nucléoles isolés à 
l'action de la cordycépine, puis que nous la retirons du milieu et que les nucléoles isolés sont 
remis en présence de bromouridine triphosphate, la ranscription s'enclenche de nouveau et ce 
sont, dans ces conditions, les centres fibrillaires qui accueillent la majorité du nucléotide 
bromé. Rappelons que la cordycépine possède la faculté de bloquer la transcription en 
empêchant l'allongement et en provoquant un décrochage prématuré des ARN en train d'être 
élaborés (Siev et al., 1969 ; Suhadolnik, 1979). Nous en déduisons que les centres fibrillaires des 
nucléoles correspondent au tout  premier site d'utilisation du nucléotide marqué, ce que 
suggérait par ailleurs les localisations de l'ARN polymérase I  dans ce seul compartiment 
nucléolaire (Scheer et Rose, 1984). 
 
 Ainsi, grâce à la mise au point d'une procédure nouvelle dont l'autoradiographie a 
servi de marchepied, nous avons pu fractionner, dans un matériel cellulaire hautement 
conservé, la dynamique de préparation des ribosomes depuis leur lieu d'élaboration jusqu'à 
leur destination finale, leur formation terminée (Thiry et al., 2000, 2001). 
 Les acides nucléiques ne sont pas les seuls partici nts à la biogenèse des ribosomes, 
un grand nombre de protéines y sont impliquées maisle rôle qu'elles y jouent est encore peu 
exploré. Le prochain chapitre aura trait à la localisation d'une protéine susceptible d'influer sur 
le déroulement de la synthèse des ARN ribosomiques. 
 
2. 1. 7. Localisation ultrastructurale d'une protéine associée à l'ARN polymérase I 
 
 Les acides nucléiques sont les acteurs essentiels de l'organisation fonctionnelle du 
nucléole, mais autour d'eux s'articulent une multitude de protéines dont il est difficile de 
débrouiller le pourquoi de leur présence à tel ou tel niveau, en telle ou telle proportion et leur 
part prise à tel ou tel moment du processus de fabrication des ribosomes (Olson, 1990 ; 
Hernandez-Verdun, 1991). 
 
 L'ARN polymérase I a retenu tout particulièrement notre attention car elle est l'enzyme 
obligée de la transcription des gènes ribosomiques. Elle se rencontrerait, selon les uns, 
exclusivement dans les centres fibrillaires des nucléoles des noyaux de divers types cellulaires 
(Scheer and Rose, 1984 ; Hadjiolova et al., 1986 ; Scheer and Raska, 1987 ; Reimer et al., 1987a, 1987b ; Ochs 
et al., 1988), alors que d'autres auteurs en révèlent également un  petite quantité dans les 
fibrilles denses encerclant les centres fibrillaires (Raska et al., 1989, 1990, 1992 ; Raska and Dundr, 
1993 ; Wachtler and Stahl, 1993 ; Raska et al., 1995). Rappelons que la topoisomérase  I et l'UBF, 
protéines intervenantes de la transcription, ont aussi été mises en évidence dans des sites 
identiques (Raska et al., 1989 ; Scheer and Benavente, 1990 ; Raska et al., 1990, 1992 ; Rendon et al., 1992 ; 
Rodrigo et al., 1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Roussel et al., 1993 ; Zatsepina et al., 1993 ; Raska et al., 1995). 
 
 Il y a peu, Grummt et son équipe ont identifié à partir de cellules tumorales d'Ehrlich 
de la Souris, une protéine liée à l'ARN polymérase I, la RAP67, qui lors de sa purification 
reste alliée à une ARN polymérase I issue d'une sous-p pulation active. Sa séquence montre 
une forte homologie avec une protéine humaine non ecor  caractérisée. 
Pour étudier sa distribution sur des coupes ultrafines de cellules tumorales d'Ehrlich de la 
Souris, nous avons appliqué la marche à suivre qui no s avait servi à confirmer la présence de 
protéines nucléolaires connues : la nucléoline dans les composants granulaire et fibrillaire 
dense du nucléole, et la fibrillarine uniquement dans les fibrilles denses (Vandelaer and Thiry, 
1998). 
 Dans le nucléole, le marquage révélant la RAP67 se cantonne aux centres fibrillaires et 
ne se manifeste jamais sur les constituants granulaire et fibrillaire dense (Seither et al., 2001). 
 
 En résumé, une protéine associée à une fraction active de l'ARN polymérase I est 
uniquement présente dans le centre fibrillaire des nucléoles ; ce nouveau résultat constitue une 
donnée importante. 
 
2. 1. 8. Discussion partielle 
 
 Toute information n'a de valeur de référence que si elle est le fruit d'une étude 
détaillée, contrôlée, reposant sur l'emploi d'outils fiables, performants et reproductibles. 
Poussé par la nécessité de respecter ces critères d'authenticité, nous avons développé un 
certain nombre de méthodes au niveau ultrastructural, soit en les adaptant, soit en les 
transposant, soit en innovant (Thiry, 1991b ; Thiry and Goessens, 1991 ; Thiry, 1992a, 1993a, 1995a, 
1995b, 1999 ; Thiry et al., 2000, 2001). 
 L'apport considérable de résultats ( figure 15) qu'elles nous ont fournis nous ont aidé à 
mieux comprendre comment le nucléole réalisait la formation du ribosome, ainsi qu'à vérifier 
et intégrer les hypothèses formulées par d'autres aut urs. 
 
 Nous montrons et confirmons qu'en dehors de la chromatine condensée, les centres 
fibrillaires des nucléoles des noyaux de cellules d Mammifères contiennent de l'ADN, de 
l'ADN actif, de l'ADN ribosomique, présents également dans les interstices interrompant les 
fibrilles denses les entourant (Thiry, 1991a ; Thiry and Goessens, 1991 ; Thiry and Thiry-Blaise, 1991 
; Thiry, 1992b ; Thiry and Goessens, 1992a, 1992b ; Scheer et al., 1993 ; Thiry, 1993b ; Vandelaer et al., 
1993 ; Thiry and Goessens, 1996). 
 Par hybridation in situ, nous avons décelé un fragment de l'intercalaire ext rne 5' dans 
les centres fibrillaires et un fragment de l'intercalaire intergénique (précédant la région de l' 
élément activateur et du promoteur) dans les interstic s y annexés (Thiry and Thiry-Blaise, 1991). 
Chez les Vertébrés supérieurs, cet intercalaire est très long ; dans le cas de la Souris, il 
représente environ les deux tiers des 44 kb des gènes ribosomiques (Cory and Adams, 1977) et est 
de configuration plus compactée que la région à  transcrire, caractéristique propre aux 
Mammifères (Puvion-Dutilleul and Bachellerie, 1979). 
 Par ailleurs, nous détectons de l'ARN ribosomique dans les trois constituants 
nucléolaires (Thiry, 1992c ; Scheer et al.,1993) ; toutefois, la faible quantité présente en bordure 
des centres fibrillaires est en fait un résultat original qui fut appuyé ultérieurement par 
quelques auteurs, dont Puvion-Dutilleul et al.(1997), qui y mirent en évidence l'ARN de 
l'intercalaire externe 5' transcrit. 
 
 Ces données nous suggèrent un positionnement des gèn ribosomiques chevauchant 
les deux constituants fibrillaires des nucléoles, et désignent la zone du centre fibrillaire, à la 
frontière des fibrilles denses, comme l'unique candidate possible au site de leur transcription. 
Notre intention ne sera pas de passer en revue touts les propositions qui ont servi à la 
démarche, mais à exposer les plus opportunes. 
 
 Une zone du promoteur de l'intercalaire intergénique, indispensable à la régulation de 
la transcription a été localisée dans le centre fibrillaire par hybridation in situ (Puvion-Dutilleul et 
al., 1991a). A cet endroit, il existe des éléments répétitifs (Moss and Stefanovsky, 1995 ; Grummt, 
1999) auxquels vient se lier une protéine spécifique, l'UBF, qui, en plus, d'être présente dans le 
constituant fibrillaire dense (Raska et al., 1992 ; Rendon et al., 1992 ; Rodrigo et al., 1992 ; Roussel et al., 
1993 ; Raska et al., 1995), l'est aussi dans le centre fibrillaire (Raska et al., 1992 ; Rendon et al., 1992 ; 
Rodrigo et al., 1992 ; Roussel et al., 1993 ; Scheer et al., 1993 ; Zatsepina et al., 1993 ; Raska et al., 1995) ; or 
elle facilite et intensifie la transcription, constituant un précomplexe au niveau de l'élément 
activateur interagissant avec l'ARN polymérase I juste avant que cette dernière n'entame son 
travail (Bell et al., 1989, 1990 ; Jantzen et al., 1990 ; Pikaard et al., 1990 ; Smith et al., 1990 ; Voit et al., 1992 ; 
Kuhn et al., 1994 ; Putnam et al., 1994 ; Schnapp et al., 1994 ; Moss and Stefanovsky, 1995 ; Mc Stay e  al., 
1997 ; Grummt, 1999 ; Tuan et al., 1999). 
 Selon une analyse par tomographie (Cheutin et al., 2001), l'ARN polymérase I se 
répartirait essentiellement dans la région corticale des centres fibrillaires. Par ailleurs, nous 
avons montré qu'une protéine associée à une fraction active de l'ARN polymérase I se 
localiserait dans le centre fibrillaire (Seither et al., 2001). 
 Quant aux ARN naissants, visibles en premier dans les deux constituants fibrillaires, 
ils semblent se replier dans le centre fibrillaire dès que leur allongement est arbitrairement 
suspendu (Thiry et al., 2000 ; Cheutin et al., 2001). 
 L'ARN U3, mis en évidence dans les fibrilles denses, l'a également été dans le centre 
fibrillaire (Fischer et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul et al., 199b, 1992 ; Raska et al., 1992 ; Raska and Dundr, 
1993 ; Azum-Gelade et al., 1994 ; Raska et al., 1995) ; or il  est connu en tant qu' intervenant aux 
premières étapes de clivage du préARN 45S (Kass et al., 1990). 
 Les séquences des intercalaires externes 5' et 3' du gène ribosomique sont considérés 
comme des sites d'ancrage (Bolla et al., 1985 ; Smith and Rothblum, 1987 ; Stephanova et al., 1993). Par 
analogie avec les événements ayant lieu à  l'extrémité 5', nous supputons que la séquence de 
l'intercalaire externe 3' serait également située dans le centre fibrillaire. A son endroit, 
l'allongement des ARN se termine et les préARN 45S se détachent, ce pôle du gène dispose 
d'éléments bloquants l'action de l'ARN polymérase I (Grummt et al., 1986 ; Evers et al., 1995 ; 
Grummt, 1999 ; Reeder, 1999), à l'encontre de son homologue 5' qui lui, bénéfice d'éléments 
stimulants (Grummt, 1999 ; Reeder, 1999). 
 
 Subséquemment, le centre fibrillaire arbitrerait donc la préparation et la mise en route 
de la transcription. Nous avons établi, que même lorsque les gènes ribosomiques sont au 
repos, de l'ADN décondensé y persiste (Mikhaylova et al., 1996 ; Thiry et al., 1997) ainsi qu' au 
niveau du matériel argyrophile du NOR (Héliot et al., 1997). 
 
 Quant au constituant fibrillaire dense, sa richesse en maints ARN n'est plus à prouver ; 
s'y rencontrent le snoARN U3 (Fischer et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul et al., 199b, 1992 ; Raska et al., 
1992 ; Raska and Dundr, 1993 ; Azum-Gelade et al., 1994 ; Raska et al., 1995), qui catalyse le clivage 
précoce de l'intercalaire externe 5' et les clivages autour de l'ARN ribosomique 18S (avino and 
Gerbi, 1990 ; Kass et al., 1990 ; Hughes and Ares, 1991 ; Hughes, 1996 ; Borovjagin and Gerbi, 1999), ainsi 
que les MRP et l'U8 (Matera et al., 1994 ; Jacobson et al., 1995) qui catalysent respectivement le 
clivage dans la région de l'intercalaire interne 1 et aux extrémités des ARN ribosomiques 5,8S 
et 28S (Schmitt and Clayton, 1993 ; Peculis and Steitz, 1993 ; Chu et al., 1994). 
 
 Sitôt construit, l'ARN se trouve dans le constituant fibrillaire dense où il s'allonge, où 
il arrive à maturité, où il se libère de l'axe du gène, où il se clive par degrés et où il y 
progresse. Malgré ces multiples fonctions qui intéressent les fibrilles denses, celles-ci ne se 
morcellent pas en parcelles différant par leur aspect morphologique ;par exemple, la région 
du clivage de l'intercalaire externe 3' ne se démarque pas de celle du clivage de l'intercalaire 
externe 5' alors que ce dernier ARN, localisé par hyb idation in situ, est plus abondamment 
étendu dans les fibrilles denses que le premier cité (Lazdins et al., 1997). Même, lorsque les ARN 
naissants progressent dans le constituant fibrillaire dense, aucune caractéristique structurelle 
ne permet de les pister ; les acteurs moléculaires fonctionnant au sein des fibrilles denses sont 
probablement de composition très proche et tellement imbriqués qu'indistincts. 
 
 La réunion de ces investigations personnelles, complétées par des travaux extérieurs 
récents, pose le fondement d'un modèle (figure 16) qui souligne le rôle prépondérant joué par 
le centre fibrillaire des nucléoles des noyaux de cellules de Mammifères dans la transcription 
des gènes ribosomiques. 
 Pendant le phénomène de transcription, chaque unité répétitive ribosomique se 
confinerait aux parties fibrillaires et interstices y attachés. La région intergénique se 
pelotonnerait dans un interstice avant de pénétrer le centre fibrillaire en un point situé en 
amont de l'extrémité 5' de l'intercalaire intergénique, repoussant élément activateur et 
promoteur dans le centre fibrillaire. L'arborisation llustrant la région transcrite du gène 
ribosomique après étalement moléculaire, verrait son tronc d'ADN ressortir du centre 
fibrillaire au niveau de l'intercalaire externe transcrit 5' et s'étendre à la périphérie globulaire 
du centre fibrillaire tandis que les branches les pu courtes (ARN de l'intercalaire externe 5' 
transcrit), implantées dans l'enveloppe, adopteraient une orientation privilégiée et ensuite 
feraient saillie dans les fibrilles denses, imitées par les branches suivantes devenant de plus en 
plus longues ;  le gène ribosomique ressortirait du centre fibrillaire dans un interstice, en un 
point de l'intercalaire intergénique situé légèrement en aval de la terminaison 3'. 
 
 Cette modélisation de l'unité répétitive ribosomique se décline de plusieurs façons. 
Telle que décrite, elle illustre un seul gène ribosomique contenu dans un petit centre 
fibrillaire, l'interstice l'avoisinant et les premières fibrilles denses le limitant (figure 16a). Un 
nucléole jalonné de tels petits centres fibrillaires correspondrait aux gènes ribosomiques en 
transcription distants les uns des autres mais toutef is entravés entre eux et reliés à la 
chromatine périnucléolaire par l'une des petites mottes de chromatine condensée contenue 
dans l'un des interstices concernés (figure 16b). L'observation de coupes ultrafines sériées 
montre que, dans le cas d'un grand centre fibrillaire, le nombre de gènes ribosomiques 
présents serait proportionnel au nombre de mottes de chromatine condensée incluses dans les 
interstices les entourant (figure 16c) ; l'une ou l'a tre de ces mottes réalisant la connexion 
avec la chromatine périnucléolaire (Thiry and Goessens, 1996). 
 
 Nous fondant sur le critère de répartition de l'ADN dans une cellule en mitose, il existe 
une certaine concordance entre la disposition du gène ribosomique au stade métaphase et 
l'agencement du gène ribosomique imaginé dans une cellule en interphase (Héliot et al., 1997). 
Les régions intergéniques s'entasseraient dans l'axe de la chromatide, alternativement, avec les 
régions à transcrire qui, elles, s'étendraient dansle cortex du matériel argyrophile (figure 17). 
2. 2. Le nucléole dans le noyau d'autres cellules eucaryotes 
 
 A l'origine, la plupart des auteurs ne reconnaissaient que deux constituants 
ribonucléoprotéiques au nucléole, tout en faisant occasionnellement allusion à un troisième,  
d'aspect fibrillaire lâche qui semblait "pâlir" après digestion protéique par la pepsine. Cette 
troisième structure n'a été baptisée centre fibrillaire qu'en 1969 (Recher et al., 1969). 
 Elle a été la cible privilégiée des investigations du Professeur Goessens, qui les a plus 
particulièrement étudiées dans la cellule tumorale d'Ehrlich de la Souris, lignée cellulaire dont 
le nucléole du noyau possède de grands centres fibrillaires (Goessens, 1973, 1975). Il a formulé 
l'hypothèse que le centre fibrillaire correspondait, si pas totalement du moins en partie, au 
NOR (Goessens and Lepoint, 1974, 1979), conception qu'à l'époque il a exprimée dans un modèle 
(Goessens, 1984). 
 
 Ultérieurement, les moyens d'expérimentation ont évolué et les connaissances sur le 
sujet ont progressé. Depuis que nous avons repris ce thème de recherche, nous l'avons 
actualisé. Si le centre fibrillaire est un composant permanent de la cellule, autour duquel se 
reforme le nucléole en fin de mitose, nous avons abouti, a posteriori, à le créditer d'une 
responsabilité fondamentale dans la fonction du nucléole, celle d'orchestrer la transcription 
des gènes ribosomiques. 
 
 En dehors des cellules de Mammifères, les nucléoles des noyaux des cellules des 
Oiseaux et des Reptiles comptent également trois con tituants (Hubert, 1975 ; Goessens, 1976a ; 
Mirre and Stahl, 1976 ; Knibiehler et al., 1977 ; Mirre and Stahl, 1978 ; Hernandez-Verdun and Bouteille, 1979). 
 Mais fait déroutant, il s'avère que les nucléoles d  noyaux de cellules de certaines 
espèces d'Invertébrés et de Vertébrés inférieurs sont dépourvus de centre fibrillaire apparent 
(tableau II ; figure 18). Dans ces conditions, n'est-il pas abusif d'accorder au centre fibrillaire 
un rôle d'une telle valeur? Pour éprouver notre théorie, pour éclaircir et expliciter pourquoi les 
nucléoles diffèrent dans l' expression morphologique de leurs compartiments, il nous a paru 
nécessaire d' aborder leur étude dans diverses espèces tant des règnes animal et végétal que 
chez les Champignons. 
 
2. 2. 1. Le nucléole dans les noyaux des cellules animales, non mammaliennes 
 
 Dans le nucléole des noyaux des cellules somatiques des Insectes (Kalnins et al.,1964 ; 
Stevens, 1964, 1965 ; Jacob, 1967 ; Favard-Soreno, 1968 ; Cave, 1976 ; Locke and Huie, 1980 ; Olins et al., 
1980 ; Knibiehler et al., 1982 ; Morag et al., 1982 ; Knibiehler et al., 1984 ; Tröster et al., 1985 ; Scheer et al., 
1997) et dans les nucléoles extrachromosomiques des ovocytes de Xenopus laevis (van Gansen 
and Schram, 1972 ; Angelier and Lacroix, 1975 ; Scheer et al., 1982 ; Boloukhere, 1984 ; Raska et al.1985), 
seuls deux compartiments s'y distinguent : l'un formé de fibrilles est encadré de l'autre, 
constitué de granules. 
 Nonobstant que très récemment, Mais et Scheer (2001) aient semé le doute quant à 
cette assertion. En réalité, ils décrivent des centres fibrillaires dans les nucléoles 
extrachromosomiques de noyaux de cellules de Xenopus laevis, fixées et enchâssées dans le 
Lowycril K4M. Ces centres fibrillaires ne sont toutefois plus observables si les auteurs 
modifient ou emploient une autre méthodologie de prépa ation en vue de leur examen au 
microscope électronique. 
 A l'exception de ce cas paradoxal, les deux zones des nucléoles des noyaux des 
cellules animales non mammaliennes contiennent généralement de l'ARN ribosomique, seule 
la région fibrillaire renferme de l'ADN et de l'ARN naissant (Karasaki, 1965 ; von Gaudecker,  
1967 ; Knibiehler et al., 1982 ; Azevedo et al., 1984 ; Knibiehler et al., 1984 ; Raska et al., 1985 ; Pierron et al., 
1989 ; Soyer-Gobillard et al., 1990 ; Géraud et al., 1991 ; Puvion-Dutilleul and Pierron, 1992 ; Pierron and 
Puvion-Dutilleul, 1993, 1996). 
 
 Nous avons appliqué différentes techniques cytochimiques et immunocytologiques sur 
la lignée Sf9 provenant d'un insecte lepidoptère, Spodoptera frugiperda, (Thiry et al., 1991b, 
1993) et sur les cellules germinales d'un poisson téléostéen femelle, Barbus barbus, au cours 
de l'ovogenèse (figure 19). Plus accessoirement et plus ponctuellement, nous avons étendu 
nos observations à d'autres modèles. 
 
 La technique d'acétylation possède la précieuse propriété d'accentuer notablement les  
différences entre  les compartiments nucléolaires (Thiry et al., 1985 ; Thiry and Goessens, 1986) ; 
couplée à l'imprégnation à l'argent, la quantité plus ou moins abondante d'argent métallique 
déposé sur la structure permet de distinguer respectivement  les fibrilles denses du centre 
fibrillaire (Thiry et al., 1985 ; Ploton et al., 1987 ; Thiry and Goessens, 1996). Sur nos préparations 
des cellules Sf9 fixées et acétylées (Thiry et al., 1991b), une zone fibrillaire et une zone 
granulaire, nettement identifiables, se partagent l' ièreté de l'aire occupée par le nucléole 
dans le noyau. Après imprégnation à l'argent (Thiry et al., 1991b), le dépôt métallique épargne 
la région granulaire, mais recouvre la totalité de la région fibrillaire. Au niveau de celle-ci, il 
n'adopte pas une répartition homogène, quoique, à priori, les fibrilles sous-jacentes semblent 
structurellement identiques en tout point de la surface qu'elles occupent. 
 Grâce à la méthode d'allongement des extrémités libres de l'ADN par une transférase 
spécifique (Thiry et al., 1993), nous visualisons une petite quantité d'ADN, disper ée 
uniquement dans la zone fibrillaire. 
 Pour mémoire, dans certains nucléoles de noyaux de cellules de Mammifères, les 
centres fibrillaires petits et quasi indistincts ne se démarquent qu' après ségrégation 
nucléolaire (Thiry and Goessens, 1996). Par acquis de conscience, nous avons soumis les cel ules 
Sf9 à l'action de l'actinomycine D (Thiry et al., 1991b). L'inhibition de la transcription des gènes 
ribosomiques induit une ségrégation  subséquente au niveau des nucléoles des noyaux mais 
par contre, aucun "centre fibrillaire" ne s'individualise dans la masse fibrillaire. Toutefois, de 
l'ADN ainsi que la fibrillarine, localisés dans cette région fibrillaire avant le phénomène de 
ségrégation, y perdurent malgré l'inhibition de la synthèse ribonucléique. 
 Dans la cellule en mitose (Thiry et al., 1991b), nous constatons que du matériel 
argyrophile persiste étroitement associé aux chromos es, au stade métaphase. 
 
 Dans les nucléoles extrachromosomiques des noyaux des ovocytes chez le Barbeau, 
l'ADN mis en évidence au niveau de la zone fibrillai e (figure 19a) l'évacue dans son 
intégralité au cours de la vitellogenèse et s'accumule à l'extérieur sous forme de gros blocs de 
chromatine condensée. La pp135, protéine habituellem nt caractéristique des centres 
fibrillaires des nucléoles de Mammifères (Vandelaer and Thiry, 1998), se retrouve aux côtés de 
la fibrillarine dans la zone fibrillaire. Quant au dépôt d'argent à son niveau, il adopte une 
répartition homogène (figure 19b). 
 
 Dans les nucléoles des noyaux des hépatocytes de la Carpe, Cyprinus carpio, au cours 
de l'acclimatation saisonnière et dans les nucléoles des noyaux des cellules des glandes 
salivaires des larves d'un Insecte Diptère, Chironomus tentans (Thiry and Goessens, 1996), 
l'ARN abonde dans les deux zones tandis que l'emploi de la technique d'allongement des 
extrémités libres de l'ADN par une transférase spécifique ne détecte de l'ADN que dans la 
zone fibrillaire. Dans différents organes d'un Amphibien Urodèle, Pleurodèle waltii, nous 
décelons, par le biais de la même méthode, de l'ADN uniquement dans la zone fibrillaire des 
nucléoles (Thiry et al., 1993). 
 
 A la lumière de nos observations, force nous est d'accepter que les nucléoles des 
noyaux des cellules animales non mammaliennes, se pré ntent sous une configuration de 
deux et non de trois compartiments, une région granulaire comparable à celle des nucléoles à 
trois constituants et une région fibrillaire n'étant ni des fibrilles denses, ni un centre fibrillaire, 
mais dont la composition s'apparente aux deux. 
 
2. 2. 2. Le nucléole dans les noyaux des cellules végétales 
 
 Le nucléole des noyaux des cellules des Plantes es généralement envisagé comme un 
modèle de choix pour l'étude de la biogenèse des ribo omes. Trois critères de sélection 
priment en sa faveur. Ce nucléole possède un nombre élevé de gènes ribosomiques actifs, un 
matériel fibrillaire dense abondant et  très étendu (Martin et al., 1989 ; Deltour and Motte, 1990 ; 
Risueno and Testillano, 1994), supposé ne renfermer que de l'ADN ribosomique. Enfin, les Plantes 
disposent de la faculté d'activer le système de transcription des gènes ribosomiques par voie 
naturelle. Selon les dires de certains auteurs, ces caractéristiques les prédisposent à plus de 
succès (Martin et al., 1989) dans l'étude des gènes ribosomiques que les cellules animales. 
Effectivement, à l'antithèse, les fibrilles denses d nucléoles de cellules de Mammifères ne 
s'y prêtent  guère de par leur disposition propre en fine couronne  et du peu d'ADN 
ribosomique présent dans leur nucléole. Quoique, de notr  point de vue, ces justifications ne 
suffisent pas à expliquer la difficulté voire l'impossibilité de mettre en évidence de l'ADN à 
leur niveau. 
 
 Si les descriptions des nucléoles des noyaux des cellules des Plantes leur attribuent 
volontiers trois compartiments (Risueno and Medina, 1986 ; Jordan, 1987 ; Deltour and Mosen, 1987 ; 
Deltour and Motte, 1990 ; Risueno and Testillano, 1994 ; Shaw et al., 1995 ; Medina et al., 2000), le terme de 
centre fibrillaire n'est entré en vigueur que depuis quelque quinze ans (Jordan et al., 1982 ; 
Risueno et al., 1982). Auparavant, les auteurs parlaient de "lacunes", "zones L", "matériel 
fibrillaire pâle" et autres (Chouinard, 1970 ; Jordan and Chapman, 1971, 1973 ; Lafontaine and Lord, 1973 ; 
Chouinard, 1974 ; Esponda and Gimenez-Martin, 1974 ; Lafontaine and Lord, 1974 ; Esponda and Gimenez-
Martin, 1975 ; Jordan and Luck, 1976). Pour Chouinard (1975), "l'espace lacunaire" ou "lacune" 
résulterait de sections transversales ou obliques dan un canal convoluté renfermant la 
chromatine du NOR. 
 
 Néanmoins, ces centres fibrillaires ne sont pas conformes à ceux rencontrés dans les 
nucléoles des noyaux des cellules des Mammifères. Ils ont enclavés dans une grande masse 
de fibrilles sans aucun contact avec les granules. D ux formes structurelles les particularisent 
: les centres fibrillaires homogènes généralement ptits et nombreux, et, les centres fibrillaires 
hétérogènes, larges, plus rares et incluant des mottes de chromatine (Risueno et al., 1982 ; Risueno 
and Medina, 1986). L'altérité morphologique serait tributaire du degré d'activité des gènes 
ribosomiques. Dans les nucléoles des noyaux des cellules de Mammifères, les centres 
fibrillaires n'intègrent jamais de chromatine condesée en eux, même en période de latence, et 
seule une mince couronne discontinue de fibrilles denses les cerne à leurs confins. 
 
 La contradiction ne réside pas uniquement en la dispar té morphologique des centres 
fibrillaires, mais également en leur composition distincte. Au contraire des centres fibrillaires 
des noyaux des cellules animales, ils ne semblent pas contenir de protéines argyrophiles (Motte 
et al., 1988 ; Moreno et al., 1989a, 1989b, 1990 ; Tremblay et al., 1992), d'ARN (Sato, 1990, 1992 ; Tremblay 
et al., 1992 ; Risueno and Testillano, 1994 ; Mena t l., 1994 ; Testillano et al., 1995), de facteur de 
transcription tel l'UBF (Rodrigo et al., 1992) et, par autoradiographie, l'uridine ne paraît pas s'y 
incorporer, même à leur périphérie (Risueno et al., 1982 ; Deltour and Mosen, 1987 ; Motte, 1991). 
 Conduits par un certain nombre d'arguments qui s'étayent mutuellement, la plupart des 
auteurs parviennent à la conclusion que la transcription des gènes ribosomiques s'opère au 
sein du constituant fibrillaire dense ; y sont présent  de l'ADN (Martin et al., 1989 ; Tremblay et al., 
1992 ; Risueno and Testillano, 1994), de l'ARN naissant (Risueno et al., 1982 ; Deltour and Mosen, 1987 ; 
Motte, 1991 ; Melcak et al., 1996 ; Thompson et al.,1997), des hybrides ADN/ARN (Risueno and 
Testillano, 1994 ; Testillano et al., 1994), de l'ARN, de l'ARN ribosomique (Olmedilla et al., 1993 ; 
Testillano et al., 1995 ; Bassy et al., 2000), des agents essentiels au déroulement de la transcription 
tels l'ARN polymérase I et l'UBF (Martin and Medina, 1991 ; Rodrigo et al., 1992 ; deCarcer and 
Medina, 1999) ainsi que des protéines argyrophiles (Barlow, 1983 ; Medina et al., 1983 ; Sato, 1985 ; 
Motte et al., 1988 ; Moreno et al., 1989a, 1989b, 1990 ; Sato, 1990 ; Motte, 1991 ; Sato, 1992 ; Martin e  al., 
1992 ; Tremblay et al., 1992). 
 
 A l'énoncé de ces opinions, nous estimons que les preuves en faveur d'une 
tricompartimentation des nucléoles des noyaux des cellules des Plantes manquent de 
consistance. Ne souhaitant toutefois pas mettre en doute sans fondement une conception 
généralement admise, nous avons travaillé sur les cellules méristématiques des racines de  Zea
mays au cours de leur germination dans des conditions optimales ou freinées dans leur 
développement si placées à basse température, ainsi que ur des cellules méristématiques des 
bourgeons cotylédonnaires de Pisum sativum (figure 20) durant leur croissance (Mineur et al., 
1998 ; Jennane et al., 1999, 2000). 
 
 Quel que soit le matériel végétal envisagé, nous observons dans le nucléole deux zones 
distinctes, une région fibrillaire argyrophile, piquée d'interstices plus ou moins fréquents, et 
une région granulaire. Mais singulièrement, nous ne voyons pas de centres fibrillaires 
caractérisés. Dans les nucléoles activés, l'ADN se distribue dans la zone fibrillaire et plus 
abondamment dans les interstices la parsemant. Dès inhibition de la transcription des gènes 
ribosomiques par le froid ou l'action de l'actinomycine D, l'ADN semble déserter la région 
fibrillaire et se replier dans des mottes de chromatine dense émergeant dans les interstices. En 
fait, durant l'installation de l'inactivité des gènes ribosomiques, le nombre de petits interstices 
tend à diminuer tandis que certains s'élargissent et accueillent l'ADN, sorti de la zone 
fibrillaire et venu s'y condenser en petits amas. L'emploi de l'anticorps antifibrillarine fournit 
un marquage des fibrilles denses comme attendu, et n'implique pas les granules. 
 
 N'ayant recueilli aucun indice en faveur de l'existence d'un centre fibrillaire typé, nous 
rapprochons plus volontiers le nucléole du noyau des cellules végétales des nucléoles à deux 
compartiments, fréquents dans les noyaux des cellules animales. 
 
2. 2. 3. Le nucléole dans le noyau de la Levure 
 
 Dans notre intention de mieux apprécier la complexité des relations entre la structure 
et la fonction des nucléoles des cellules d'Eucaryotes, l'existence des nucléoles à deux 
compartiments doit entrer en ligne de compte. A ce stade de notre analyse, il nous a paru 
pertinent de nous tourner vers un type d'organisme cellulaire plus simple, la Levure. Les 
Levures possèdent un génome de petite dimension sans intron et plusieurs systèmes de 
régulation de leurs gènes sont bien connus. Le niveau d  spécialisation de leur nucléole est 
susceptible d'être plus bas, moins complexe, plus accessible et plus sensible à l'induction de 
modifications. 
 Les cytologistes sont peu enclins à étudier ce matériel, rebutés sans doute par la petite 
taille du noyau ou par l'obstacle qu'est la paroi, et, de ce fait, disposent de peu de 
renseignements tangibles sur le nucléole de la Levure. Pourtant, c'est un outil auquel les 
biochimistes accordent depuis longtemps leur préférence. Leur connaissance de la biogenèse 
des ribosomes dans la Levure est très approfondie (Mélèse and Xue, 1995 ; Lafontaine and Tollervey, 
1998 ; Venema and Tollervey, 1999 ; Dechampesme et al., 1999), ils ont déterminé la nature de 
multiples protéines concernées par le processus et identifié le rôle qu'elles y jouaient (Clark et 
al., 1990 ; Aris and Blobel, 1991 ; Tollervey et al., 1991 ; Oakes et al., 1993 ; Ripmaster et al., 1993 ; Tollervey 
et al., 1993 ; Sun and Woolford, 1994 ; Berges et al., 1994 ; Lafontaine et al., 1995 ; Bousquet-Antonelli et al., 
1997 ; Gautier et al., 1997 ; Lafontaine et al., 1998 ; Lafontaine and Tollervey, 1999 ; Oakes et al., 1999). La 
provocation de mutations par le placement de certains gènes dans des sites du génome 
sélectionnés par des recombinaisons homologues ainsi que l'isolement des mutants ne 
présentent guère de difficultés. Par conséquent, il existe déjà un grand nombre de mutants 
dans lesquels un paramètre strictement défini perturbe la biogenèse des ribosomes. Leur étude 
cytologique pourrait résoudre certaines énigmes et nous apporter des solutions en donnant des 
réponses au cas par cas. 
 
 Le nucléole de la Levure (figure 21) occupe quasi cinquante pour cent du volume 
nucléaire total et est structuré en cordons de fibrilles mélangés à des granules, évoquant la 
forme d'un croissant toujours accolé à l'enveloppe nucléaire (Molenaar et al., 1970 ; Mc Cully and 
Robinow, 1971 ; Sillevis-Smitt et al., 1973 ; Erard nd Barker, 1985 ; Hirano et al., 1989 ; Potashkin et al., 1990 
; Dvorkin et al., 1991). 
 Récemment, la pratique de la cryotomie a fait apparaître des centres fibrillaires, 
morphologiquement comparables à ceux rencontrés dans les nucléoles des cellules de 
Mammifères (Léger-Sylvestre et al., 1997a, 1997b, 1999). Toutefois, la richesse en ADN 
ribosomique démontrée par hybridation n situ au niveau ultrastructural (Léger-Sylvestre et al., 
1997b, 1999) et l'absence d'ARN polymérase I et d'ARN ribosomique dans ces soi-disant 
centres fibrillaires (Léger-Sylvestre et al., 1997b, 1999) déconcertent quelque peu. Résultat plus 
étonnant encore, ces structures disparaissent indubitablement lorsque les gènes ribosomiques 
du génome sont remplacés par un plasmide contenant les gènes ribosomiques (Trumtel et al., 
2000). 
 
 Quant à nous, sur certaines souches de Saccharomyces cerevisiae et sur une souche de 
Pichia pastoris, nous ne trouvons aucun critère inaliénable de l'exist nce d'un centre fibrillaire 
typique (Verheggen et al., 2001). Dans le nucléole, nous distinguons une zone fibrillaire 
argyrophile contenant de l'ADN, imbriquée dans une zone granulaire plus périphérique, et, 
curieusement, pas de chromatine condensée, ni associée au nucléole, ni, en outre, implantée 
ailleurs dans le noyau. Toutefois, l'incubation dans u e solution molaire en sorbitol produit 
une condensation de l'ADN et des petites mottes prennent forme dans des interstices proches 
de la région fibrillaire parallèlement au façonnement de plus gros blocs, mais ceux-là 
extranucléolaires. 
 
 A la lumière de nos observations, nous tirons la conclusion que le nucléole de la 
Levure ne comporte clairement que deux zones et que les centres fibrillaires, prétendus tels, 






 Dans notre étude préliminaire de certains mutants*, l'inhibition de la synthèse de 
certaines protéines vitales pour la biogenèse des ribo omes (Nop1, Nop56 et Nop58) nous  
offre  une image peu ordinaire et totalement dissemblable de celles rencontrées dans les 
nucléoles des noyaux de cellules de Mammifères, placés dans des circonstances suspendant le 
processus d'élaboration des ribosomes. Nous assistons à une disparition progressive mais 
totale des fibrilles et des granules ; tous deux  s'effacent ne laissant à la place qu'une 
empreinte de territoire nucléolaire. 
 
2. 2. 4. Discussion partielle 
 
 La majorité des travaux sur le nucléole se sont essentiellement focalisés sur celui de 
noyaux de cellules de Mammifères pour de simples raisons de commodité. Effectivement, il 
existe un grand nombre de souches cellulaires  d'origine mammalienne, disponibles et 
aisément cultivables dans des milieux standardisés. Naturellement, le chercheur opte 
délibérément pour un matériel accessible, reproductible et propice à l'application en médecine 
humaine. 
 Le plus souvent, les auteurs n' excluent pas les nucléoles à deux compartiments de l' 
argumentation de leurs résultats mais les écartent de leurs conclusions et ne les répercutent 
jamais dans les généralisations ; par extension, ceux- i deviennent une situation inaccoutumée 
dont, pourtant, les exemples fourmillent (tableau II). Ces nucléoles sont constitués de deux 
zones structurelles distinctes dans les noyaux de la L vure, de certaines cellules animales non 
mammaliennes ou de cellules de Plantes supérieures (Thiry et al., 1991b ; Thiry et al., 1993 ; Thiry 
and Goessens, 1996 ; Mineur et al., 1998 ; Jennane et al., 1999, 2000 ; Verheggen et al., 2001). 
 
 A dessein, nous nous sommes attaché à réunir des informations sur ces nucléoles ; 
nous avons sélectionné quelques cas représentatifs de nucléoles chromosomiques et d'un  
extrachromosomique. A l'appui de nos expériences, la conclusion s'impose que quels que 
soient le contexte physiologique et la marche suivie pour préparer le matériel biologique, il 
nous a été impossible de démasquer un centre fibrilla re. Pourtant, la répartition hétérogène 
des protéines argyrophiles, observée dans la zone fibrillaire des nucléoles de Sf9, présageait 
d'une différenciation éventuellement cachée de la structure sous-jacente (Thiry et al., 1991b). 
 Quant aux composants des nucléoles des noyaux des cellules de Mammifères décelés 
habituellement dans leurs centres fibrillaires ou propres à ceux-ci (figure 22), tel l'exemple de 
l'ADN ribosomique, ils se rencontrent dans la zone fibrillaire des nucléoles à deux 
compartiments, mêlés à des indicateurs intrinsèques d  constituant fibrillaire dense des 
nucléoles des noyaux de cellules de Mammifères, telle la fibrillarine (Thiry et al., 1991b ; Thiry 
et al., 1993 ; Thiry and Goessens, 1996 ; Mineur etal., 1998). 
 
 L'absence de centre fibrillaire apparent dans les nucléoles des noyaux des cellules 
eucaryotes étudiées ne semble pourtant entraver en rien le mécanisme de production des 
                                                
*Souches employées :  
YDL401, génotype : Mat a, his3∆200, leu2∆1, trp1, gal2, gal∆108, ura3-52 (Lafontaine et 
Tollervey, 1996) 
YDL522-17, génotype : comme YDL401 mais HIS3 :: GAL10 :: NOP58 (Lafontaine et 
Tollervey, 1999) 
YDL527-1, génotype : comme YDL401 mais HIS3 :: GAL10 :: NOP56 (Lafontaine et Tollervey,  
2000) 
D255, génotype : BWG1-7A (Mat a, ura3-52, leu2-3, 112, adel-100, his4-519), mais 
URA3pGAL10 :: NOP1Gal :: Nop1 (Schimmang et al.,1989)  
ribosomes. En réalité, ces nucléoles se dispensent de cet attribut en tant que structure 
distincte, ils ont un "centre fibrillaire" fondu dans l'unique zone fibrillaire les caractérisant. 
Leur comportement reste typique des besoins cellulaires et de leur environnement, entraînant 
le maintien des modalités inhérentes à leur activité spécifique d'élaboration des ribosomes. 
 
 Dès ralentissement de l'activité des gènes ribosomiques, les nucléoles  des noyaux des 
ovocytes chez les Poissons, qui ont la faculté de dév lopper des nucléoles 
extrachromosomiques, maîtrisent l'excès des gènes ribosomiques devenus inutiles en les 
évacuant hors de la zone fibrillaire. 
 En phase quiescente, les nucléoles des Plantes  véhiculent les gènes ribosomiques, 
devenus excédentaires, hors de la zone fibrillaire dans des vacuoles où ils se rassemblent et 
forment des mottes de chromatine condensée (Mineur et al., 1998). 
 En période d'inactivité transcriptionnelle, les noyaux des cellules Sf9 conservent de 
l'ADN dans la zone fibrillaire de leur nucléole, à l'image des noyaux des cellules de 
Mammifères dans le centre fibrillaire de leur nucléole (Mikhaylova et al., 1996 ; Thiry et al., 1997). 
 
 De ces constatations, nous extrapolons que la zone fibrillaire des nucléoles à deux 
compartiments est l'égale, mais sous forme unie, des structures solidaires (centre fibrillaire et 
fibrilles denses) des nucléoles à trois compartiments ; elle est  riche des mêmes molécules et 
endosse les mêmes rôles. 
 Par opposition, nous voyons que, au stade métaphase, le NOR, l'équivalent du centre 
fibrillaire dans le nucléole du noyau de la cellule en interphase (Goessens et al., 1987 ; Ploton et 
al., 1987), est pareil tant dans les noyaux des cellules dont le ucléole compte trois 
compartiments que dans celles dont le nucléole se borne à deux compartiments (Thiry et al., 
1991b ; Héliot et al., 1997). Cette donnée plaide en faveur d'une ubiquité de cett  structure dans 
les cellules d'Eucaryotes sous quelque forme que se r construise leur nucléole après 
suspension de son activité. 
 
 Ce résultat acquis balaie tout doute qui subsisterait quant à une responsabilité 
fonctionnelle à la disparité morphologique affectant les deux types de nucléoles. Nous 
croyons que cette absence de centre fibrillaire différencié prendrait sa cause ailleurs. 
3. CONSIDERATIONS GENERALES  
 
 
 Pourquoi seul le matériel fibrillaire des nucléoles des noyaux des cellules des 
Eucaryotes supérieurs se subdivise-t-il en un centre fib illaire et des fibrilles denses, et non 
celui des noyaux des cellules des Eucaryotes inférieurs? 
 Quelle est l'origine du centre fibrillaire? Quelle en est la substance? Quelle en est 
l'utilité? Quelle en est la nécessité? Quelle en est la pérennité? Quelle en est l'indisponibilité? 
 
 Nos résultats joints à ceux de la littérature attestent de la symbiose fonctionnelle des 
centres fibrillaires et des fibrilles denses dans les nucléoles à trois compartiments. Par leur 
alliance, ils portent le gène ribosomique. A leur niveau, le centre fibrillaire est le moteur de la 
transcription des gènes ribosomiques. Il conditionne, arme et enclenche la mise en route du 
processus qui a lieu à son pourtour. A sa frontière, les ARN pénètrent le constituant fibrillaire 
dense où ils s'y allongent et poursuivent leur maturation. 
 La lecture du tableau III révèle que les ressources conjuguées des centres fibrillaires et 
des fibrilles denses des nucléoles à trois compartiments égalent celles de la zone fibrillaire des 
nucléoles à deux compartiments. Cette constatation suppute que l'unité fonctionnelle 
constituée par les fibrilles denses et le centre fibrillaire des nucléoles à trois compartiments 
s'identifie à celle formée par la seule zone fibrillai e des nucléoles à deux compartiments. 
 
 Soit tout, soit une partie du centre fibrillaire prdurerait tout au long de la mitose dans 
le NOR ; cette hypothèse est fondée sur l'observation de similarités morphologiques et sur la 
présence de protéines argyrophiles associées à des éléments nécessaires au déroulement de la 
transcription des gènes ribosomiques tels l'ARN polymérase I, l'ADN topoisomérase I et 
l'UBF. Or, cette théorie inclut les nucléoles à deux compartiments. En effet, un NOR 
parfaitement identique (structure et composition), devient visible dans une cellule Sf9 au stade 
métaphase (Thiry et al., 1991b). Ayant engrangé tous les accessoires utiles à l'entreprise de la 
transcription des gènes ribosomiques, le centre fibillaire des nucléoles à trois compartiments 
ne se désintègre pas  au cours de la mitose, au contraire des constituants fibrillaire dense et 
granulaire ; probablement, pour les mêmes raisons, un reliquat suffisamment substantiel du 
bagage indispensable à la transcription des gènes ribosomiques  s'extrait de la zone fibrillaire 
des nucléoles à deux compartiments, se concentre et devient distinct, accolé à un chromosome 
durant la mitose. 
 Cette transmission du gène ribosomique, équipé du matériel adéquat à sa transcription, 
d'une cellule à l'autre a le pouvoir de le maintenir réactionnel d'une génération à la suivante. 
Ne se détruisant pas lors de son inactivité, il s'assurerait d'une remise en fonction rapide. Par 
conséquent, le centre fibrillaire, individualisé ou non dans le nucléole, existe dans toute 
cellule eucaryote sous la forme du NOR et ce tout au long de sa vie. 
 
 La différenciation de la partie fibrillaire du nucléole en deux zones suppose une 
composition différente, mais implique forcément desinteractions profondes dont la 
connaissance contribuerait à comprendre le pourquoi de ce clivage en un centre fibrillaire et 
une couronne de fibrilles denses. En résumé, le point c mmun à tout nucléole de noyau de 
toute cellule eucaryote est la possession de deux compartiments. Le centre fibrillaire est  une 
"spécialité " du nucléole des noyaux des cellules des Vertébrés supérieurs. 
 
 Quelle que soit la cellule d'Eucaryote observée en fin du stade télophase, des corps 
prénucléolaires (PNB) s'expriment dans l'environnement des chromosomes. Ils contiennent 
des éléments communs impliqués dans la maturation des préARN ribosomiques (Ochs et al., 
1985 ; Benavente et al., 1987 ; Jimenez-Garcia et al., 1994 ; Dundr et al., 1997 ; Fomproix et al., 1998 ; 
Fomproix and Hernandez-Verdun, 1999 ; Mukharyamova et al., 1999 ; Savino et al., 1999 ; Verheggen et al., 
2000), comparables à ceux rencontrés dans les constituants fibrillaire et granulaire des 
nucléoles actifs. Le matériel des PNB migre au voisinage des NOR (Dundr et al., 2000 ; Savino et 
al., 2001), prêt pour la coalescence avec ces derniers lors de la reprise de la transcription des 
gènes ribosomiques (Scheer and Benavente, 1990 ; Benavente, 1991 ; Dousset et al., 2000). 
 Le nucléole résulte, en fait, de l'intégration desARN produits au niveau du NOR avec 
les molécules dispersées dès l'arrêt de synthèse ribonucléique au stade prophase et 
rassemblées en fin de télophase en PNB (Fan and Penman, 1971 ; Lepoint and Goessens, 1978 ; 
Morcillo and de la Torre, 1979 ; Hernandez-Verdun et al., 1980 ; de la Torre and Gimenez-Martin, 1982 ; Hügle 
et al., 1985a, 1985b ; Ochs et al., 1985 ; Sirri et al., 2000). Cet amalgame donne naissance à une 
structure finale comportant deux ou trois compartiments. 
 
 Il est indéniable qu'un ensemble de forces obéissant à quelque incitations  inconnues 
aimantent, orientent, rapprochent et cimentent, selon un programme bien établi, toute la 
matière à l'origine de l'édification du nucléole. Un gène ribosomique peut engendrer à lui seul 
la formation d'un nucléole (Karpen et al., 1988 ; Warner, 1990) ; la transcription d'un gène 
ribosomique unique a la capacité potentielle de produi e, organiser, concilier et maintenir les 
deux ou trois structures nucléolaires en un complexe stable. Les ARN naissants s'articulent 
donc au site de médiation qu'est la limite du centre fibrillaire pour s'associer à des protéines et 
organiser la couche de fibrilles denses (Scheer and Benavente, 1990). Le constituant fibrillaire 
dense s'attache intimement au centre fibrillaire en une structure support qui englobe les 
phénomènes transcriptionnel et post-transcriptionnel, qui en accumule les fruits et les 
distribue suivant une topologie spécifique préparatoi e à la succession en cascade des étapes 
de la maturation et du clivage des ARN. 
 
 Le centre fibrillaire préside à la mise en marche de la biogenèse des ribosomes et 
régule le processus dans les nucléoles des noyaux des cellules des Eucaryotes supérieurs. Or il 
y a production de ribosomes même dans les cellules e caryotes où les nucléoles ne 
comportent que deux compartiments. Ce cloisonnement plus poussé serait synonyme d'une 
efficacité plus performante ; cette efficience n'étant, par ailleurs, qu'une acquisition tardive 
dans l'évolution. 
 Chez les Vertébrés supérieurs, les intercalaires int rgéniques  des gènes ribosomiques 
sont très longs (Hadjiolov, 1985) et la raison en est inconnue, tout comme leur utilité. Par contre, 
chez les Plantes, chez les Vertébrés inférieurs, chez les Invertébrés, ils sont de longueur égale 
ou inférieure à celle des intercalaires de l'unité de transcription (Hadjiolov, 1985). Nous 
imaginons que, pour qu'elle ne s'éparpille pas, l'unité de transcription est maintenue avec le 
matériel indispensable à la transcription, durant tou le cycle cellulaire, en un lieu consacré, le 
centre fibrillaire ; cet état de fait aurait le puissant avantage de la rapidité dans l'exécution de 




 En dépit de leur responsabilité, commune à tous, d'a surer la  production des 
ribosomes, les nucléoles affichent bien des facettes. Notre technique du suivi des ARN 
naissants (Thiry et al., 2000, 2001) sera une auxiliaire précieuse et bienvenue pour résoudre un 
certain nombre d'énigmes. Elle servira, dans un aveir proche, à nous ouvrir des portes dans la 
poursuite de notre recherche sur l'organisation morphofonctionnelle du nucléole des noyaux 
des cellules eucaryotes. 
 
 Nous avons essentiellement investigué un type de nucléole de noyau de cellule de 
Mammifères durant l'interphase, pourtant, nous sommes contraint de constater que 
l'agencement et l'étendue des compartiments nucléolaires sont inféodés à l'efficience de la 
fonction de transcription des gènes ribosomiques. Suivant le degré de performance de 
l'activité cellulaire, nous sommes face à des nucléoles réticulés ou compacts. Comment 
s'installe ce genre de nucléole? 
 
 Dans un autre ordre d'idées, nous nous interrogeons sur le risque d'ingérence que 
pourrait exercer la réplication de l'ADN sur l'aspect du nucléole durant la phase S. 
L'interphase se scinde en différentes phases : G1, S et G2 ; mais serait-il possible de 
discriminer ces trois étapes? Nous aborderons le problème par l'étude de la distribution de 
l'ADN ribosomique et de l'ARN polymérase I. 
 
 Nous souhaiterions, par ailleurs, détailler la progression des préribosomes dans le 
constituant fibrillaire dense. Sous une seule forme structurelle, les fibrilles denses abritent la 
maturation post-transcriptionnelle des ARN, leur assemblage avec l'ARN ribosomique 5S et 
avec des protéines ribosomiques et non ribosomiques. La localisation d' intervenants dans ces 
événements tels des protéines et des petits ARN nucléolaires impliqués dans les étapes post-
transcriptionnelles s'enchaînant dans le constituan fibrillaire dense voire dans le granulaire 
nous éclairerait sur la relation entre la structure et la fonction à leur niveau. 
 
 Nous ne connaissons pas encore le cheminement des ARN depuis le constituant 
granulaire du nucléole, la route empruntée et la forme revêtue pour quitter le nucléole et 
gagner le cytoplasme. Les préribosomes pourraient dffuser librement dans le nucléoplasme, 
ou suivre un parcours significatif, ou encore, transiter par des structures nucléaires. Nous 
envisageons de pister in vivo l'exportation des préribosomes en microscopie confocale. Nous 
substituerons  au bromouridine triphosphate de l'uridine triphosphate marquée par une 
substance fluorescente et nous filmerons le déplacement de cette balise dans la cellule. 
 
 Nous avons jeté les premiers jalons de l'étude des nucléoles à deux compartiments 
dans le noyau de la Levure. Cette cellule est le seul modèle dans lequel il est facile 
d'introduire un élément modifié entraînant  une répe cussion identifiable. Nous lui adapterons 
tout le bagage immunocytologique et cytochimique à notre portée pour comparer 
systématiquement souche sauvage et mutants. 
 
 Dans notre démarche pour cerner le problème du centre fibrillaire, une protéine 
argyrophile caractéristique et spécifique de ce dernier avait retenu notre attention. Intéressé 
par cette protéine, nous avions contribué au développ ment d' une méthode d'isolement des 
nucléoles préservant leurs centres fibrillaires (Vandelaer et al., 1996). En plus des protéines 
argyrophiles connues, C23 et B23, nous distinguions une troisième non répertoriée de ± 125 
kD (Vandelaer et al., 1999). Nous avons pu mettre en corrélation la présence de la protéine 
colorée par l'argent sur "western blot" avec celle présente dans un centre fibrillaire de 
nucléole isolé. Ce résultat a une valeur d'autant moins négligeable qu'il pourrait avoir un 
impact sur le pronostic du cancer. En effet, les pathologistes usent fréquemment de la 
technique cytochimique des protéines argyrophiles comme indicateur pronostique du cancer. 
Quoique étrangère à notre préoccupation première, le développement d'une approche 
immunocytologique de détection de la protéine après urification serait susceptible 
d'optimiser les moyens pronostiques dans un domaine où la demande est sensible. 
 
 Nous pensons que l'utilisation des techniques que no s avons mises au point pourrait 
contribuer avec succès à caractériser des structures n cléaires mal connues comme les grains 
interchromatiniens, périchromatiniens et les corps pelotonnés. 
 
 Enfin, la participation du nucléole à d'autres aspects de l'expression des gènes ouvre 
une perspective plus large, plus radicalement nouvelle à son étude (Pederson, 1998a ; Jacobson and 
Pederson, 1998 ; Pederson and Politz, 2000 ; Ko et al., 2000 ; Olson et al., 2000 ; Politz et al., 2000 ; Maraia, 
2001 ; Grosshans et al., 2001). Effectivement, des travaux récents suggèrent que le nucléole 
interviendrait dans des fonctions autres mais tout aussi primordiales que celle d'élaborer les 
ribosomes. Des molécules siégeant en son endroit patici eraient à la maturation et au 
transport de certains ARN messagers (Potashkin et al., 1990 ; Bond and Wold, 1993 ; Kadowaki et al., 
1994a, 1994b ; Schneiter et al., 1995 ; Tani et al., 1995 ; Pederson, 1998a), à la maturation de l'ARN de la 
télomérase (Kennedy et al., 1997 ; Sinclair and Guarente, 1997 ; Sinclair et al., 1997), de l'ARN de 
transfert (Jacobson et al., 1997 ; Bertrand et al., 1998 ; Jarrous et al., 1999 ; Tolerico et al., 1999), du petit 
ARN nucléaire U6 (Ganot et al., 1999 ; Weinstein and Steitz, 1999 ; Lange and Gerbi, 2000). Le nucléole 
jouerait également un rôle important dans le contrôle de l'activité des régulateurs du cycle 
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Abréviations, sigles et acronymes 
 
 
ADN :  acide désoxyribonucléique 
ARN : acide ribonucléique 
C23, B23 : protéines nucléolaires (chez les Mammifères) 
Cbf5p : protéine nucléolaire chez la Levure, analogue de la NAP57 chez les Mammifères 
DNase I : désoxyribonucléase I 
Eco R1, Sal 1 : sites de clivage d'endonucléases de restriction de l'ADN 
G1, S et G2 : phases du cycle cellulaire  
H1, H2A, H2B, H3, H4 : histones 
kb : kilobase 
kD : kilodalton 
MRP : "mitochondrial RNA processing", RNase intervenant dans un des clivages de l’ARN  
 primaire 
NAP57 : protéine associée à la Nopp140 de 57 kD  
Nop1 : protéine nucléolaire chez la Levure, analogue à la fibrillarine chez les Mammifères 
Nop 56 et Nop 58 : protéines nucléolaires de 56 et 58 kD (chez la Levure) 
Nopp140 : phosphoprotéine nucléolaire de 140 kD (chez les Mammifères) 
NOR : "nucleolar organizer region", région de l'organisateur nucléolaire 
pb : paire de bases 
pBR322 : plasmide 
PNB : "prenucleolar body", corps prénucléolaires 
poly r( A-U) : polyribonucléotide formé des bases adénosine et uridine 
pp135 : phosphoprotéine de 135 kD (chez les Mammifères) 
RAP67 : protéine de 67 kD associée à l'ARN polymérase I (chez les Mammifères) 
Rnase : ribonucléase 
S : unité Svedberg 
snARN : "small nuclear ARN", petit ARN nucléaire 
snoARN : "small nucleolar ARN", petit ARN nucléolaire 
TIF-IA, TIF-IB, TIF-IC : facteurs de mise en route d la transcription 
U3, U8, U6 : petits ARN nucléolaires riches en uridine 
UBF : "upstream binding factor" 
UTP : uridine triphosphate 
Tableau I : Liste des lignées cellulaires ou tissulaires sur lesquelles la méthode 
immunocytologique de l'allongement des extrémités lbres de l'ADN par une transférase 





Cellules HeLa Thiry and Goessens, 1992a ; Thiry et al.,  




Cellules DU 145 
Cellules K562 
Lymphocytes T 






Cellules tumorales d'Ehrlich 
Thiry et al., 1993 ; Scheer et al., 1993. 
Thiry, 1992b. 
Thiry et al., 1997. 
Résultats non publiés. 
Thiry et al., 1993. 
Vandelaer et al., 1993 ; Thiry, 1995b. 
Thiry, 1993b. 





Thiry, 1992a, 1992b, 1992c ; Scheer et al., 
1993 ; Thiry et al., 1993. 
Cellules L 929 




Cellules épithéliales du jéjunum 
Cellules endothéliales 
Cellules embryonnaires du cortex cérébelleux 
Cellules musculaires lisses de la lamina 









Gilles et al., 1995. 
Thiry et al., 1993. 
Thiry et al., 1993. 
 
Mikhaylova et al., 1996. 
Résultats non publiés. 
Résultats non publiés. 
Résultats non publiés. 
 
Résultats non publiés. 
Thiry and Goessens, 1992b. 
 
Thiry et al., 1993. 
 
Thiry, 1992b ; Thiry et al., 1993. 
 









 Prorocentrum micans Soyer-Gobillard et al., 1992. 
 Euglena gracilis Bertaux et al., 1978 ; Moyne et al., 1975. 
 Astresia longa Chaly et al., 1979. 
 Amoeba proteus Flickinger, 1968. 
 Acanthamoeba castellanii Dehan and Goessens, 1988. 
 Nagleria (diverses espèces) Carosi et al., 1976, 1986 ;  Stevens et al.,  
1980 ; Trimbur and Walsh, 1993. 
 Histriculus similis Rodrigo et al., 1992. 
 Tetrahymena pyriformis Caratero et al., 1984. 
 Euplotes (diverses espèces) Greco et al., 1987 ; Olins et al., 1988. 
 Trypanosoma brucei Selzer et al., 1991 ; Ogbadoyi et al., 2000. 
 Physarum polycephalum Pierron et al., 1989. 
Mycophytes  
 Saccharomyces carlsbergensis Sillevis-Smitt et al., 1973. 
Némertiens  
 Amphiporus lactiflorus Rué and Bierne, 1983. 
Annélides  
 Nereis diverticolor Bertout, 1984. 
Mollusques  
 Ilyanassa obsoleta Naus and Kidder, 1982. 
Helcion pellucidus Azevedo et al., 1984. 
Arthropodes  
  Crustacés  
  Acanthocyclops vernalis Standiford, 1988. 
  Carcinus maenas Theissen et al., 1988. 
  Insectes  
  Gryllus (diverses espèces) Favard-Soreno, 1968. 
  Acheta domesticus Tröster et al., 1985. 
  Blattella germanica Cave, 1976. 
  Chortophaga viridifasciata Stevens, 1965. 
  Chironomus (diverses espèces) Kalnins et al., 1964 ; Olins et al., 1980; 
Stevens, 1964.  
  Smittia parthenogenetica Jacob, 1967. 
  Drosophila melanogaster Knibiehler et al., 1984. 
  Calpodes ethlius Locke and Huie, 1980. 
  Ectomylois ceratoniae Morag et al., 1982. 
Chordés  
  Poissons  
   Chondrichthyens  
    Scyliorrhinus canacula Moyne and Collenot, 1982. 
    Squalus acanthias Moyne and Collenot, 1982. 
    Raia radiata Moyne and Collenot, 1982. 
   Ostéichthyens  
    Acipenser (diverses espèces) Raikova, 1976. 
    Xiphophorus helleri Azevedo and Coimbra, 1980. 
Amphibiens  
   Urodèles  
    Pleurodeles (diverses espèces) Angelier and Lacroix, 1975 ; Scheer et al, 
1982. 
   Anoures  
   Xenopus laevis Boloukhere, 1984 ; Raska et al., 1985 ; Scheer 




Tableau III : Comparaison de la distribution des éléments constitutifs au sein des divers 
compartiments nucléolaires dans les nucléoles bi- et tricompartimentés. 
 
 
Nucléoles bicompartimentés Nucléoles 
tricompartimentés 
ADN CF F 
ADN ribosomique CF F 
ARN polymérase I CF F 
UBF CF + CFD F 
Protéines AgNOR  CF + CFD F 
Phosphoprotéine pp135 CF + CFD F 
Fibrillarine CFD F 
ARN CF + CFD + CG F + G 
ARN ribosomique CF + CFD + CG F + G 
CF : centre fibrillaire ; CFD : constituant fibrillaire dense ; CG : constituant granulaire ;  
F : zone fibrillaire ; G : zone granulaire. 
